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RÉSUMÉ ET MOTS CLÉS
Introduction: La famille des gènes L4P chez Saccharonn’ces cerevisiae code pour des facteurs
de transcription bZip (Yeast Activating Froteins) régulant la réponse cellulaire à différents stress.
La surexpression du gène Y4P2 confère la résistance au stress oxv datif causé par le cadmium ou
le l.10-pliénanthroline. Cependant. les gènes impliqués et les mécanismes par lesquels Yap2p
régule ses cibles ne sont pas connus. Méthodes et résultats : Nous avons utilisé la technologie
des biopuces afin didentifier des gènes dont Fexpression est modulée par la surexpression de
YAP2. Ces gènes codent entre autres pour des déshydrogénases (AAD4. AAD6. ()YE3). des
enzymes impliquées dans la voie du glutathion (GTT2. GFX2) et des transporteurs de la famille
ATP-binding cassette (ABC. YCF]) et des facilitateurs (fLRJ. A TRi). Nous avons aussi trouvé
que la surexpression de YAF2 induit fortement l’expression du gène fRM2 (fatt’ acid
Repression Mutant 2). impliqué dans le métabolisme des acides gras et dont le produit est
homologue à certaines nitroréductases bactériennes. Nos résultats montrent que l’expression de
fRM2 est induite par le diamide et que cette induction est fortement diminuée dans une souche
yap2A. confirmant que la protéine Yap2p endogène régule la transcription de fRM2 en réponse à
un stress oxydatif. De plus. des expériences de transactivation ont montré que les séquences
situées entre les positions —301 et —258 dans le promoteur FRM2 sont nécessaires à sa régulation
par Yap2p. Cette région contient un site potentiel YRE (Yap Response Element) atypique dont la
mutation abolit complètement 1’ induction de fRM2 par Yap2p. finalement, des expériences
d’immunoprécipitation de la chromatine ont démontré qu’en réponse à un traitement au diamide.
Yap2p se lie au promoteur fRM2 in vivo. Conclusion et pertinence: Nos travaux ont identifié
une cible transcriptionnelle de Yap2p. soit FRA’12. Ces connaissances serviront entre autres à
mieux comprendre les interactions hôte-pathogène lors d’infections fongiques.
Mots clé : S. cerevisiae. stress oxydatif. bZIP. Y4P2. fRM2. YRE. ChIP
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RESUME AND KEYWORDS
Introduction: In S. cerevisiae. members ofthe Y-1F gene familv encode bZIP transcription factors
(Yeast Activating Proteins) regulating the cellular response to different stresses. it has been
shown that Y4F2 overexpression confers resistance to an oxidative stress caused hv cadmium or
1.10-phenantroline exposure. However. the genes involved and the mechanisms bv which Yap2p
regulate its targets are stiil unknown. Methods and resuits: We have used DNA microarravs 10
identify ail the genes whose expression is modulated by Y4P2 overexpression. These genes code
for several dehydrogenases (AAD1. AAD6. OYE3). for enzymes implicated in the glutathione
pathway (GTT2. GFX2) and for transporters of the ATP-binding cassette (YCfJ) and major
facilitator (fLRÏ. A TRi) superfamilies. We also found that L4F2 overexpression stronglv
induces the expression of the FRM2 gene (fatty acid Repression Mutant 2). This gene is
involved in the integration oflipid signaling pathways and its product is homologous to a number
of bacterial nitroreductases. We show that fRM2 expression is induced by diamide and that this
induction is strongly reduced in a yap2A strain. confirming that the endogenous Yap2p protein
regulates the transcription of fRM2 in response to an oxidative stress. Transactivation
experiments demonstrated that sequences located between positions —301 and —25$ in the fRM2
promoter are necessary for its regulation by Yap2p. This region contains a potential binding site
YRE (Yap Response Liement) atypical which. when mutated. abolished cornpletely the induction
ofFRM2 by Yap2p. Finally. chromatin immunoprecipitation (ChIP) experiments showed that. in
response to diamide treatment, Yap2p binds to the fRM2 promoter in vivo. Conclusion and
relevance: Our works identify fRM2 as a transcriptional target of Yap2p. That knowledge wilI
help to better understand host-pathogene interactions during fungus infections.
Keywords : S. cerevisiae, oxidative stress, bZIP, YAF2, fRM2. YRE, ChIP
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CHAPITRE 1: INTRODUCTION ET RECENSION DE LA LITTÉRATURE
1.1 Préambule
La croissance et les activités métaboliques OEune cellule sont régulées en grande
partie par son bagage génétique. Cependant. ces activités sont également fonction de la
composition du milieu et «autres paramètres tels la température. le pH. les quantités cFoxvgène
et de sel. la présence «éléments toxiques. etc. Des conditions différentes des conditions
physiologiques peuvent être considérées conirne un stress et sollicitent une réponse rapide. Une
cellule peut rencontrer plusieurs types de stress dans son environnement tout comme lors de
l’infection d’un hôte. Ainsi un stress provoqué par une hausse ou une baisse de température. un
stress oxydatif. osmotique ou résultant de la présence d’agents chimiques sont des événements
stressants auxquels les cellules doivent régulièrement faire face. De plus. chaque stress provoque
une réponse cellulaire distincte. Dans plusieurs cas. la réponse au stress peut conduire à la
tolérance ou à la résistance à ce stress. Ce phénomène est considéré comme un mécanisme de
défense à long terme contre des agents dommageables.
1.2 Le stress oxydatif
1.2.] Les éléments oxygénés hautement réactifs
Un des stress fréquemment rencontrés par une cellule aérobique est le stress oxydatif. Les
organismes aérobiques ont à maintenir un environnement cellulaire réduit afin de faire face aux
conditions pro-oxydantes de la vie aérobique. Par exemple. celui-ci peut être provoqué par la
présence de produits oxydants dans F environnement, ou bien, dans le cas des micro-organismes
pathogènes, dans une cellule-hôte lors de la phagocytose. Un stress oxydatif est généralement
déclenché lorsque le niveau d’éléments oxygénés hautement réactifs (ÉOR. «reactive oxygen
species») est supérieur à la limite tolérée par la celluLe. L’anion superoxyde (02), le peroxyde
d’hydrogène (J-1202). le radical hydroxyl (0W) et l’oxyde nitrique (NO) sont des exemples
d’ÉOR. En conditions physiologiques, les ÉOR sont générés à un niveau tolérable par le
métabolisme de la cellule lors de la respiration dans les mitochondries et la f3-oxydation des
acides gras dans les peroxisomes (59). Ces processus permettent aux organismes aérobiques
d’acquérir de Fénergie. L’oxygène moléculaire est réduit en H20 par l’acceptation de quatre
électrons. Pendant cette réduction. plusieurs ÉOR sont formés en acceptant un (02). deux (H202)
ou trois électrons (0W) (59). Une production excessive d’ÉOR peut être une conséquence de la
présence de composés pro-oxydants dans le milieu (exemple: 1-1202. ménadione etc.) ou d’une
exposition des cellules aux radiations ionisantes (91). Les défenses anti-oxydantes de la cellule
confèrent seulement une capacité limitée à résister à une soudaine agression oxydante. Afin de
survivre, les cellules doivent ainsi induire rapidement ces défenses tout comme d’autres facteurs
de protection telles les protéines de stress. Une réponse au stress oxvdatif est déclenchée aussitôt
que la cellule ressent une augmentation d’ÉOR trop importante. En général. les défenses
cellulaires primaires opèrent pour neutraliser les ÉOR alors que les défenses secondaires réparent
ou enlèvent les produits causés par l’oxydation sur l’ADN. les protéines et les lipides (91).
1.2.2 Les dommages cellulaires causés par le stress oxydatif
Les cellules doivent se protéger contre les dommages cellulaires engendrés par le stress
oxydatif. Ces dommages comprennent les bris à l’ADN. la peroxydation des lipides et
l’oxydation des protéines (25). Les dommages oxydatifs causés à l’ADN et aux nucléoprotéines
touchent les bases et les sucres. Il s’agit entre autres des bris simple brin, des sites abasiques et
des «cross-link» entre l’ADN et les protéines. Un des produits majeurs de dommages aux bases
est le 8-hydroxyguanine et est détectable dans les cellules exposées à une concentration létale de
peroxyde d’hydrogène (1-1202). La peroxydation des lipides abîme l’intégrité structurale des
membranes en générant des chaînes d’acides gras plus courtes, augmentant ainsi la fluidité des
membranes. Ceci permet aux éléments toxiques de pénétrer dans le cytoplasme ou dans les
organelles. Les ÉOR peuvent également attaquer les double liens des acides gras insaturés tels
l’acide arachidonique et l’acide linoléique, générant des radicaux lipidiques hautement réactifs
qui initieront une réaction en chaîne d’une succession d’attaques sur d’autres acides gras
insaturés. Aussi, une concentration élevée de H702 intensifie la formation de malondialdéhyde
résultant de la peroxydation des lipides. Celui-ci est directement relié au degré d’insaturation des
acides gras présents dans la membrane (12$). Enfin, quelques éléments produits par la
peroxydation des lipides tels les époxides. les aldéhydes et les aikanes. sont capables
OEendommager l’ADN et dinactiver les protéines, causant encore plus de dommages à la cellule
(47). Les dommages aux protéines incluent l’oxydation des acides aminés (histidine. arginine.
lysine. proline. méthionine et cvstéine) et des «cross-hnk» de protéines menant à une
augmentation de la susceptibilité protéolytique et à une baisse de l’activité biologique (81).
1.2.3 Le stress oxvdatjfchez Ï ‘humain
Le stress oxydatif est associé à de nombreuses maladies neurodégénératives chez
l’humain. En effet, une consommation élevée d’oxygène. relative à un niveau bas d’anti
oxydants et de faibles capacités regénératives a pour conséquence d’augmenter la susceptibilité
des tissus du cerveau à subir les dommages causés par le stress oxydatif. Les maladies
neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer. la maladie de Parkinson. la sclérose
latérale amyotrophique et l’ataxie de friedreich sont définies par la perte progressive de
populations de cellules neuronales spécifiques et sont associées à la formation d’agrégats de
protéines. Un point commun à ces maladies est l’implication du stress oxydatif. En effet, celui-ci
serait à l’origine du mauvais fonctioimement et de la mort des cellules neuronales, contribuant
ainsi à la pathogénicité des maladies (6). Par exemple. il devient de plus en plus clair que le
stress oxydatif observé chez les patients souffrant de la maladie d’Alzheimer origine d’un
fonctionnement anormal des mitochondries. En relâchant une trop grande quantité de H202, les
mitochondries anormales enclenchent une série d’interactions entre les métaux réduits et les
éléments de la réponse au stress oxydatif. Ces interactions provoquent par la suite des dommages
considérables à des macromolécules telles que l’ADN. les protéines et les lipides (162).
Afin d’être efficace pour le traitement des maladies neurodégénératives, un médicament
doit être en mesure de traverser la barrière sang-cerveau. Cette barrière est composée de micro-
vaisseaux de cellules endothéliales de cerveaux qui s’assurent que les métabolites neurotoxiques
sont exclus tout en laissant passer les nutriments essentiels. Cette barrière représente donc la
jonction entre le sang et l’environnement neuronal et est relativement imperméable aux
4flucmations de niveau de cuivre, de fer et de zinc du sang. Par conséquent. les anti-oxydants sont
des molécules idéales pour le traitement de ces maladies puisqu’ ils font partie de notre diète
normale et peuvent également traverser la barrière sang-cerveau. De plus. ces molécules
réagissent préférentiellement avec les ÉOR pour les inactiver. Quelques études ont déjà montré
l’efficacité de la vitamine E pour le traitement de la maladie d’Alzheimer à court terme (120).
Ces derniers faits soulignent bien la portée du stress oxydatif dans nos vies et sa compréhension
nous aidera â trouver des cibles pour la conception de nouveaux médicaments.
1.2.4 Le stress oxydaqfet la phagocytose
Un défi majeur rencontré par les microorganismes pathogènes dans une cellule-hôte est
d’échapper à la première ligne de défense du système immunitaire. c’est-à-dire la phagocytose.
L’humain possède également des systèmes de défense qui n’impliquent pas le système
immunitaire. Ceux-ci incluent la barrière créée par la peau et les muqueuses. la compétition des
pathogènes avec la flore bactérienne normale, les mécanismes de dégagement des cils et les
produits fongistatiques présents dans le sérum (82). Cependant. la phagocytose demeure la voie
la plus efficace et la plus rapide de se débarrasser des levures pathogènes. Celle-ci peut avoir lieu
dans les cellules dendritiques. les macrophages et les neutrophiles (85). Une fois le
microorganisme emprisonné dans le phagocyte. le processus de la phagocytose est rapidement
enclenché. Les mécanismes par lesquels le phagocyte tue les pathogènes se divisent en deux
catégories, soit dépendant ou indépendant de l’oxygène. Le mécanisme de défense dépendant de
l’oxygène détruit les microorganismes par une exposition à une dose élevée d’ÉOR. Le
processus est simple. Premièrement, l’oxydase de NADPH est activée, ce qui amène la
production d’anions superoxydes fongicides. L’efficacité de ces anions est de courte durée
puisque ceux-ci se combinent rapidement à l’hydrogène pour former du H202. également
fongicide mais dont l’activité est plus faible. Les phagocytes possèdent également l’enzyme
myéloperoxydase enfermée dans des granules. Suite à l’enclenchement de la phagocytose, les
granules relâchent la myéloperoxydase. Cette dernière catalyse des réactions impliquant le H202
et les ions halides. ayant pour conséquence la formation de produits toxiques tels l’acide
hypochioré et le chloramine. Pour finir, les lysozymes. les lactoferrines, les protéases de sérine et
les défensines font partie du mécanisme de défense indépendant de Foxvgène. Cependant. les
mécanismes dépendants de l’oxygène semblent contribuer davantage à la protection contre les
pathogènes que les mécanismes indépendants de l’oxygène (99). En définitive. l’habilité des
microoragnismes pathogènes à résister au stress oxydatif leur permet de survivre et de se
reproduire à l’intérieur du phagocyte (94). Aussi. la caractérisation des mécanismes par lesquels
la cellule perçoit les ÉOR produits par un stress environnemental ou la phagocytose permettra de
mieux adapter les médicaments conçus pour tuer les pathogènes des mammifères et des végétaux.
1.3 Étude du stress oxydatif chez la levure Saccharornvces cerevisiae
1.3.1 8. cerevisiae, une levure modèle
Somme toute, il est aisé de conclure que l’étude des mécanismes de réponse au stress
oxydatif est d’une importance considérable puisque celui-ci est une conséquence fondamentale de
la vie aérobique. Aussi. l’apparition de plus en plus fréquente de résistance aux fongicides chez
les levures pathogènes rend laborieuse l’élaboration de médicaments efficaces à long terme. Or.
l’étude de la réponse au stress oxydatif est grandement facilitée par l’emploi de la levure 8.
cerevisiae. En effet, cet organisme est souvent utilisé pour son caractère versatile. Le
séquençage de son génome est complété et annoté, l’obtention de mutants est très simple
comparativement aux eucaryotes supérieurs et les outils génétiques et de biologie moléculaire
sont diversifiés. De plus, les études à grande échelle utilisant des approches de génomiques et de
protéomiques fonctionnelles et employant cette levure sont très bien développées. De même, S.
cerevisiae produit une grande variété d’enzymes impliquées dans la réponse au stress oxydatif et
ayant des homologues chez les eucaryotes supérieurs. La catalase. la superoxyde dismutase, la
peroxydase de glutathion et les petites molécules glutathion et thiorédoxine participant à la
détoxification des ÉOR. font partie de ce nombre. En définitive, les résultats obtenus par l’étude
de la réponse et de la résistance au stress oxydatif chez S. cerevisiae pourront être transposés chez
les levures pathogènes et même chez les eucaryotes supérieurs.
6].3.2 Les systèmes de défense contre le stress oxvdatif chez L cerevisiae
La levure possède des systèmes de défense enzymatiques et non-enzymatiques afin de
protéger ses constituants cellulaires contre les ÉOR et maintenir un niveau de réduction adéquat.
1.3.2.1 Le système de défense non-enzymatique
Le système de défense non-enzymatique consiste en de petites molécules hydrophiles ou
lipophiles oxydées par les ÉOR et agissant ainsi comme agents complexant les radicaux. Les
exemples les plus typiques sont le glutathion. les thiorédoxines. la flavohémoglohine et l’acide
ascorbique. Chez S. cerevisiae. le glutathion est synthétisé en deux étapes. Premièrement. Gsh I p
catalyse la liaison du glutamate à la cystéine formant le gamma-glutamylcystéine. Par la suite, la
synthétase de glutathion Gsh2p lie cette molécule à la glycine, constituant ainsi le glutathion. Ce
dernier agit en réduisant les liaisons disulfides conjointement avec les protéines glutarédoxines
(130). Il est également un donneur d’électron pour l’enzyme peroxydase de glutathion. Le
glutathion est possiblement la plus importante molécule de réduction dans la cellule.
Conséquemment, son rôle dans le maintien de l’état cellulaire réduit est essentiel (65). De la
même manière, les thiorédoxines sont des oxydoréductases de liens disulfides et des donneurs
d’électrons pour les peroxydases de thiorédoxines (18). S. cerevisiae possède trois gènes codant
pour des thiorédoxines TRXJ. TRX2 et T1?X3. La flavohémoglobine Yhblp est une protéine
contenant un élément métal et joue probablement un rôle dans la protection contre le stress
oxydatif. En effet, la délétion de YHB] rend la cellule sensible aux oxydants tel le diamide tandis
que l’expression du gène est induite par la présence d’oxygène (160). L’acide ascorbique. quant
à lui, est depuis longtemps connu comme un anti-oxydant important chez les eucaryotes
supérieurs, particulièrement chez les plantes. Chez la levure, quelques articles démontrent son
importance mais son rôle précis n’a pas encore été élucidé (51).
De plus, la composition lipidique des membranes est importante dans la résistance au
stress oxydatif. Les cellules contenant un niveau élevé d’acides gras saturés deviennent plus
résistantes que celles renfermant un niveau élevé d’acides gras insaturés (55;12$). Aussi, il est
clair qu’il existe un lien direct entre les ions métaux et la sensibilité/résistance aux oxydants. Des
7mutations dans plusieurs gènes donnent naissance à l’hypersensibilité ou à la résistance à la fois
aux ions métaux et aux oxydants. Cette relation est cohérente puisque plusieurs oxydants
contiennent des ions métaux tels le Cu et le fe2 dans leur structure, produisant ainsi une réponse
coordonnée au stress oxvdatif et à la présence de métaux. finalement, les métallothionéines sont
une classe de petites protéines riches en cvstéines possédant des propriétés anti-oxydantes et
capables de lier plusieurs ions métaux comme le zinc, le cuivre et le cadmium afin de réduire leur
concentration à un niveau non toxique (48:159). Elles sont induites par plusieurs stimuli.
notamment les métaux lourds et le stress oxydatif.
1.3.2.2 Le système de défense enzymatique
Le système de défense enzymatique comprend des enzymes capables de déplacer un
radical oxygéné et ses produits dérivés et aussi de réparer les dommages causés par un stress
oxydatif Il s’agit entre autres des catalases. des superoxyde dismutases. des peroxvdases et des
réductases de thiorédoxines et de glutathion (65). Les catalases catalysent la dégradation du H202
en 02 et H20. S. cerevisiae possède deux catalases. la catalase A et T. codées par les gènes CIA]
et CTT], respectivement. La catalase A est localisée dans les peroxisomes et son rôle précis est la
réduction du H202 produit par la 3-oxydation des acides gras. La catalase T est cytosolique et son
rôle est moins bien détaillé. Néanmoins, il semble que l’expression de CII] soit régulée par le
stress oxydatif ou osmotique. Les cellules de levures, tout comme les autres eucaryotes.
possèdent deux superoxydes dismutases. soient MnSod qui est mitochondriale (encodée par le
gène 80D2) et Cu]ZnSod localisée dans le cytoplasme (encodée par le gène SOD]). Ces deux
métallo-enzymes de cuivre effectuent une réaction de dismutation sur les anions superoxydes
résultant en la formation de H202 et de 02. La CuJZnSod semble être l’enzyme majeure pour
enlever les anions superoxydes dans le cytoplasme et possiblement dans le peroxisome alors que
le rôle physiologique de la MnSod serait de protéger la mitochondrie contre les superoxydes
générés pendant la respiration (42;66).
Les thiorédoxines peroxydases (Tsalp et Tsa2p) réduisent le F1202 et l’hydroperoxyde
alkylé conjointement avec les thiorédoxines réductases (Trrlp et Trr2p). la thiorédoxine et le
NADPH (20;102). La réductase de glutathion Glrlp est responsable de la réduction du glutathion
goxydé et du maintien «un ratio adéquat de glutathion oxydé et réduit (97). Les peroxvdases de
glutathion Gpxlp et Gpx2p catalysent la réduction des hvdroperoxv des en utilisant le glutathion
comme agent réducteur. Finalement, les enzymes impliquées dans la voie du pentose phosphate
sont aussi des éléments importants dans la réponse au stress oxydatif. En effet. ces enzymes sont
cruciales dans la production du NADPH. possédant une puissance réductrice indispensable. Tel
que mentionné plus haut. les réductases de glutathion et de thiorédoxine utilisent le NADPH
comme potentiel réducteur afin de réduire le glutathion et la thiorédoxine (67).
1.3.3 Les facteurs de transcription régulant la réponse au stress oxvdatif
II existe deux systèmes de réponse aux stress chez L cerevisiae. Différents facteurs de
transcription régulent ces deux systèmes de défense: la réponse à un stress général est contrôlée
par Msn2p/Msn4p alors que des réponses à des stress plus spécifiques sont régulées par Hsflp.
Yapïp, Yap2p. Skn7p. Cup2p. Maclp et Haplp (17:25).
1.3.3.1 Msn2p et Msn4p
En premier lieu, la levure possède des mécanismes moléculaires de défenses globales
1orsquelle est confrontée à divers stress comme le choc thermique. l’éthanol, les ions
métalliques, une haute concentration d’oxydants ou de sel (25). La réponse au stress général est
régulée par les deux facteurs de transcription homologues Msn2p et Msn4p. Ces facteurs de
transcription à doigt de zinc lient des séquences d’ADN nommées SIRE pour «Stress Response
Element», CCCCT. Ces éléments sont présents dans les séquences promotrices de plusieurs
gènes activés par des changements environnementaux et codant entre autres pour des
transporteurs. des protéases et des enzymes participant au métabolisme du carbone (32). Msn2p
et Msn4p sont donc impliquées dans la réponse aux stress oxydatif et osmotique, au choc
thermique et à la déplétion en carbone. Elles agissent en arrêtant la croissance tout en permettant
de survivre en présence de conditions sévères. Le double mutant msn2Amsn4A montre une
sensibilité comparativement à la souche sauvage lorsque les cellules sont en présence de 11202.
De plus, une comparaison de gels en deux dimensions. réalisés avec des extraits sauvages et
9rnsn2Amsn4A traités au II2O2. a montré que Msn2p et Msn4p régulent des gènes impliqués dans
les voies de dégradation liées à l’ubiquitine et au protéasome ainsi que des gènes codant pour des
chaperones et des protéines de choc thermique en réponse au H202. Les auteurs de cet article
proposent que Msn2p et Msn4p seraient des protéines importantes lors du rétablissement des
cellules qui ont subit un stress oxvdatif en permettant la réparation ou la dégradation des substrats
endommagés et/ou la réinitialisation des voies métaboliques (50).
Msn2p/Msn4p semblent également régulées par le système à deux composants
Slnlp/Ssklp. La transduction du signal dans un système à deux composants fonctionne
évidemment grâce à deux protéines : un senseur lié à la membrane cvtoplasmique qui surveille les
paramètres environnementaux et un régulateur localisé dans le cytoplasme qui contrôle la réponse
cellulaire. Il a été démontré que la cascade engendrée par l’activation de Slnlp est également
régulée par le stress oxydatif suite à une exposition au F1202. Aussi. Hoglp est capable d’activer
directement Msn2p/Msn4p. s’ensuivant une réponse générale au stress (125). Il semble que la
voie Hog chez C. albicans soit également impliquée dans la réponse au stress oxydatif(2).
1.3.3.2 Hsflp
Cette protéine agit en condition de choc thermique, par exemple lorsque l’environnement
de la levure passe d’une température de 25°C à 38°C. Cette protéine essentielle est formée d’un
domaine de liaison à l’ADN hélice-tour-hélice et d’un domaine répété hydrophobe. Elle lie les
séquences d’ADN HSE pour «Heat Shock EÏement» composées d’au moins trois répétitions de
AGAAn et régule l’expression des protéines de choc thermique (36). Ces protéines comprennent
entre autres la famille des Hsp7Op. qui sont des chaperones moléculaires impliquées dans le
transport et le repliement des polypeptides et HsplO4p qui protège la cellule contre une
exposition létale à un choc thermique (26; 113; 119). Plusieurs promoteurs de gènes impliqués
dans la réponse au stress thermique possèdent à la fois un SIRE et un HSE signifiant qu’ils sont
régulés simultanément par Msn2p/Msn4p et Hsflp (32). Par exemple. l’analyse de l’expression
induite par le stress des gènes H8P26 et HSP]04 a révélé que la contribution de Hsflp et de
Msn2p/Msn4p est différente dépendamment du gène et de la condition de stress (3). Alors que la
voie de signalisation Ras/PKA a un effet négatif sur Msn2p/Msn4p, elle n’a aucun effet sur
rn
Hsflp. suggérant une régulation différente de ces trois tYpes de facteurs de transcription (14).
Chez L cerevisiae. Hsftp lie en complexe trimérique. Ce dernier lie constitutivement les HSEs
sur les sites de haute affinité et inductiblement sur les sites de plus basse affinité (40).
Finalement, Hsflp semble également impliquée dans la résistance au cuivre et au cadmium en
régulant l’expression de CUF], gène codant pour une métallothionéine (124).
1.3.3.3 Yaplp et Yap2p
Deux protéines importantes impliquées dans la réponse au stress oxv datif est Yap 1 p et
Yap2p («Yeast Activating Frotein»). Elles stimulent l’expression de classes de gènes spécifiques
en réponse à une variété remarquable de stimuli ultra- et extra-cellulaires. Yapl p joue un rôle
dans la résistance pléiotropique aux médicaments et la réponse au stress oxydatif alors que Yap2p
semble uniquement impliquée dans la réponse au stress oxydatif (35:129). Ces facteurs de
transcription sont formés d’un domaine bZIP constitué d’une fermeture éclair de leucines
permettant la dimérisation et d’une région basique qui interagit spécifiquement avec les
séquences d’ADN (132). Cette famille est conservée parmi tous les eucaryotes. Parmi les
membres les plus importants chez l’humain, on retrouve les protéines FOS. JUN et ATF. Yaplp
régule l’expression de ses cibles en se liant aux séquences TYAGTAA. TTAGTCA et
TGACTAA situées au niveau de leur séquence promotrice (103). Quant à elle. Yap2p semble
uniquement capable de lier la séquence TTAGTAA présente dans le promoteur de ses cibles
(35). Ces deux facteurs seront traités en détail à la section 1.4.
1.3.3.4 Skn7p
Un facteur de transcription majeur dans la réponse au stress oxydatif et osmotique est
Skn7p. Ce facteur est normalement impliqué dans la biosynthèse de la paroi cellulaire et dans le
cycle cellulaire en activant l’expression de la cycline Gl (77). Skn7p est formé d’un domaine de
liaison à l’ADN hélice-tour-hélice homologue à celui de Hsflp séparé d’un motif receveur par
une structure en super hélice encore similaire au domaine en fermeture éclair de leucines de
Hsflp (112). Ce domaine receveur potentiel est homologue à la famille de protéines traduisant le
signal à deux composants (92). Chez les bactéries, ce système est communément utilisé pour
détecter et répondre aux changements de l’environnement (13). De plus. Skn7p participe à la
réponse au stress osmotique en étant activée par le système à deux composants Slnlp!Ssklp. Elle
agit en activant la transcription du gène OC’HJ. jouant un rôle dans la maturation de
glvcoprotéines (83). Cependant. une séquence consensus favorisant la liaison du facteur de
transcription Skn7p n’a pas encore été identifiée.
Skn7p est principalement impliquée, conjointement avec Yaplp. dans la tolérance et de la
résistance au H202. Par exemple, ces deux facteurs régulent l’expression de la thiorédoxine
Trx2p en se liant à deux sites distincts sur son promoteur (92). Étonnamment. il a également été
noté que Skn7p et Yaplp pouvaient agir comme suppresseur de mutations, tel que montré par une
étude faite sur l’ensemble du génome (56). Finalement, il a été démontré que Skn7p pouvait
aussi interagir avec la protéine de choc thermique Hsfl p (94). Ces deux protéines interagissent et
coopèrent afin d’enrichir l’induction des gènes de réponse au stress thermique suite à un stress
oxydatif.
De plus, Skn7p peut interagir avec elle-même et est localisée au noyau en conditions
normales tout comme en condition de stress oxydatif (112). Aussi, il a été démontré que Skn7p
protège le facteur de transcription en doigt de zinc Crzlp de la dégradation en se liant à lui et à la
calcineurine par son domaine de liaison à l’ADN. La calcineurine est une phosphatase activée
par le Ca2 et permet à la cellule de s’adapter à un environnement stressant provoqué par la
présence d’ions ou un stress causé par une variation de pH ou par la présence de phéromones
(147). finalement, la réponse au stress oxydatif contrôlée par Skn7p est régulée négativement
par la voie Ras/PKA via la diminution de la transcription de SKN7 (21).
1.3.3.5 Cup2p
Un autre facteur de transcription régulant la réponse au stress est Acelp aussi appelé
Cup2p. Acelp sert de senseur de cuivre. Tel que mentionné précédemment, un lien direct existe
entre la présence de métaux tel le cuivre dans l’environnement et la réponse au stress oxydatif
(voir section 1.3.2.1). Lorsque la cellule est en présence d’une concentration trop élevée de
cuivre, la conformation de Acelp change puisque l’ion zinc lié à la protéine est remplacé par un
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ion cuivre permettant ainsi à la protéine d’activer ses cibles (148). Celle-ci active ses cibles en
liant leur promoteur au niveau de l’élément de régulation aux métaux 5’-HTHNNGCTGC-3’ (D
= A. G ou T. H = A. C ou T. N «importe quel résidu). La région GCTG est appelée la région
essentielle alors que la région 5 est habituellement riche en résidus T (8). Cette protéine régule
l’expression de la métallothionéine Cuplp qui détoxifie la cellule. Cuplp confère également la
résistance au cuivre et au cadmium (110). Acelp régule aussi l’expression de Crs5p. une protéine
capable de lier directement les ions métalliques toxiques. Crs5p est fortement homologue aux
métallothionéines de mammifères et à Cuplp. à un plus bas niveau. Crs5p confère également la
tolérance au cuivre mais à un niveau inférieur à Cuplp. Ceci est probablement dû à la présence.
dans le promoteur de CUF]. de quatre éléments de régulation par le cuivre alors que le promoteur
de CR85 «en contient qu’un seul (110). Néanmoins, ces deux protéines agissent de façon
similaire en séquestrant les ions cuivre. Acelp régule enfin l’expression de la superoxyde
dismutase cytoplasmique CuIZnSod (encodée par le gène SODJ) (109). Tel qu’énoncé ci-haut.
CulZnSod élimine les anions superoxydes du cytoplasme. diminuant ainsi le stress oxydatif dans
la cellule.
1.3.3.6 Maclp
Maclp est un autre facteur de transcription impliqué dans la réponse au stress. La région
N-terminale de Maclp est hautement similaire au domaine de liaison à l’ADN et au domaine
cuivre de Cup2p. Maclp est impliquée dans la sensibilité des ions métalliques et est localisée au
noyau. Cette protéine active ses cibles lorsque la cellule est déficiente en cuivre. Les
mécanismes exacts sont peu connus. Cependant. l’absence de Maclp provoque une inhibition du
transport du cuivre (6$). Maclp lie en homodimère à la séquence promotrice de ses cibles,
TTTGCTCA. Deux répétitions de cet élément sont nécessaires pour l’activité, bien que
l’espacement ou l’orientation de ces deux éléments n’apparaissent pas critiques (44). Maclp
régule entre autre la transcription basale de FREJ, codant pour une protéine impliquée
l’acquisition du fer. Maclp est parallèlement impliquée dans l’induction de la transcription de
CTT] codant pour la catalase T, en réponse au Ti2O2 (68). Tout cela suggère que MAC] code
pour un facteur de transcription requis pour la transcription des gènes à un niveau basal et
impliqué dans la réponse au stress oxydatif.
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1.3.3.7 Haplp
L’hème est une molécule clé contrôlant Feffet de Foxvgène sur diverses molécules et
processus cellulaires dans plusieurs organismes. Chez S. cerevisiae. l’hème sert de signal
secondaire à la présence OEoxygêne. Dail1eurs. la synthèse dhème corrèle directement avec la
tension d’oxygène dans Fenvironnement. Chez la levure, le senseur d’oxygène et la voie de
signalisation de l’hème sont régulés par la protéine activatrice Haplp qui. en réponse â Fhême.
active la transcription de gènes requis pour la respiration et le contrôle des dommages causés par
le stress oxydatif (158). Ces gênes codent entre autres pour Cyclp. un c tochrorne c-iso-l. la
catalase T. la flavohémoglobine Yhblp et la superoxyde dismutase MnSod. Haplp active
également la transcription des gènes ROX] et MOT3. qui répriment Fexpression des gênes
hypoxiques sous des condition aérobiques (54). Haplp lie la séquence consensus
CGGN3TANCGGN3TA (46). Il a également été démontré que Haplp pouvait jouer un rôle dans
la régulation de la répression en absence d’hème (111). Récemment. il a été établi que la
chaperone Hsp9Op favorise le changement conformationnel nécessaire à Haplp afin d’induire
l’expression de ses cibles (76).
1.4 Les facteurs de transcription AP-1 chez S. cerevisiae
1.4.] Lafamille Yaps
La famille des facteurs de transcription AP-l est composée de $ membres appelés Yap I à
8. qui possèdent différents niveaux de similarité et d’identité entre elles (fig.l. et (156)).
Lorsqu’elles sont surexprimées, elles confèrent la résistance à une variété de composés incluant
des agents oxydants, chimiothérapeutiques ou antimalariques ainsi que le sel. L’émergence de
résistance aux médicaments chez les levures pathogènes a incité les chercheurs â examiner les
gènes pouvant contribuer à cette résistance. La résistance à la cisplatine. un agent
chimiothérapeutique largement utilisé dans le traitement du cancer des ovaires et d’autres
tumeurs, a été étudiée chez S. cerevisiae (38). Cette résistance semble toujours être
14
Fig. 1 Familles des facteurs de transcription Yaps chez la levure.
Arbre phylogénétique représentant l’homologie de séquences des domaines bZIP des facteurs de
transcription de la famille Yaps chez S. cerevisiae. Les phénotypes de résistances énumérés sont
conférés par la surexpression des facteurs de transcription (adapté de (156)).
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multifactorielle. Les facteurs impliqués ralentissent la capture de la cispiatine. augmentent la
vitesse des systèmes de détoxification cellulaire impliquant le glutathion et les métallothionéines
et accroissent la réparation de FADN. Les gènes L4P4 et L4P6. lorsque surexprimés. confèrent
la résistance à la cispiatine et à «autres agents aikylant l’ADN tels le sulfonate de méthvlméthane
et la mitom cine C (38). En somme. ces deux facteurs de transcription semblent donc protéger la
cellule contre les agents alkylant par un même mécanisme. Quatre facteurs de transcription
incluant Yap6p et Yap7p sont responsables de la tolérance au sel et au lithium. Cette
augmentation de la tolérance est régulée en partie par l’augmentation de l’expression du gène
ENA], codant pour une pompe N&7Li” (88).
La résistance à la quinidine. la méfloquine et la chloroquine. des agents anti-malariques.
peut être conférée par la surexpression du gène Y4F4. Celui-ci semble également jouer un rôle
dans la stabilité des chromosomes (35). Yap8p (aussi nommée Acrlp) agit dans le métabolisme
de l’arsenite. En effet. sa surexpression, conjointement avec celle de ACR2 (ARR2) et ACR3
(ARR3), cause la résistance à l’arsenite alors que sa délétion provoque l’hypersensibilité à
l’arsenite et l’arsenate (10). De plus. il a été démontré que Yap8p est constitutivement localisée
au noyau et est associée au promoteur de ACR3 en condition non stressante de même qu’en
condition de stress causée par l’exposition des cellules à l’arsenite (154). Ces quelques résultats
démontrent bien que les facteurs de transcription Yaps ont des fonctions chevauchantes mais
aussi bien distinctes. Il devient donc important d’approfondir les mécanismes de régulation des
gènes par les facteurs Yaps afin de mieux cerner leurs rôles dans la cellule.
1.4.2 Yap]p
Yaplp est le facteur le plus étudié. Chez S. cerevisiae. Yaplp est une protéine essentielle
à la résistance au stress oxydatif et confère également la résistance pléiotropique aux drogues. Sa
surexpression est associée à la résistance des cellules à une grande variété de composés toxiques
comme le cycloheximide. le 4-nitroquinoline-n-oxyde (4-NQO). le méthyl de sulfométuron, le
fluconazole et le cadmium ainsi qu’à la tolérance au stress oxydatif induit par différents
composés tels le peroxyde d’hydrogène et le diamide (fig. 1. (52:5$;73;l22l29;l40:l42;l52)).
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L4.2.1 La réponse au stress oxvdatif
Le rôle de Yaplp dans la réponse au stress oxydatifa été démontré par l’identification de
ses cibles transcriptionnelles. En effet. Yaplp régule entre autres Fexpression d’enzymes
impliquées dans la voie du glutathion tels la réductase de glutathion Glrlp. la svnthétase de
glutathion Gshlp et la thiorédoxine Trx2p (43:73:153). Il a plus tard été découvert que la
régulation de GSH] dépendait également du facteur de transcription Met4p. Les résultats fournis
par cette étude ont indiqué que l’activation dépendante de Yaplp de l’expression de GSH] en
réponse à une déplétion de glutathion était régulée par 1’ état de réduction du soufre dans la cellule
à travers un mécanisme spécifique dépendant de Met4p (145). De plus. GSHÏ semble impliqué
dans la réponse cellulaire déclenchée par l’exposition des cellules au mercure et ce. via Yaplp
(144). L’expression de GSHJ et GSH2 est induite par un stress de choc thermique et ce. d’une
manière dépendante de Yaplp. Ce résultat suggère que le stress provoqué par un choc thermique
augmente l’utilisation de l’oxygène. résultant en une augmentation des ÉOR dans les
mitochondries (130). Par ailleurs, le séquençage du génome de S. cerevisiae a permis la mise au
point d’expériences à grande échelle sur l’ensemble du génome. Ainsi, les puces d’ADN ont
permis d’établir une liste de gènes répondant à la surexpression de FAF] et pouvant être
considérés comme des effecteurs potentiels. Parmi les gènes découverts, on retrouve des gènes
codant pour des protéines impliquées dans la réponse au stress oxydatif telles que les
déshydrogénases d’aryl-alcool (AAD6 et AAD]O), les oxydoréductases de NAD(P)H (OI’f2 et
OYE3) et la transférase de glutathion (GTT2) (30).
La délétion de YAF] mène à l’hypersensibilité à une grande variété d’agents oxydants
comme le cadmium, le F1202 et le diamide. De la même manière, la délétion de MSN2 et M$N4
provoque l’hypersensibilité au H202 mais ces cellules demeurent toujours capables de s’adapter à
ce stress. Cela suppose que Msn2p/Msn4p et Yaplp agissent par deux voies indépendantes et
distinctes dans la réponse au stress causée par le H202 (50). Aussi, l’expression du gène
hypoxique SRF]/TIRJ dépend en grande partie de l’absence d’hème et est indépendante de la
répression par Roxlp, sous-entendant qu’une deuxième voie de la réponse hypoxique existe (12).
L’implication d’une nouvelle voie antagoniste incluant le répresseur Ixrlp/Ordlp et Yaplp a été
démontrée. En effet, Ordlp réprime l’expression de SRF] en condition normale ou hypoxique
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alors que Yaplp l’active. Par contre, Yaplp n’est pas directement impliquée dans l’induction de
SRPJ en condition hypoxique mais est nécessaire pour contrecarrer l’effet de Ordlp (12).
1 .4.2.2 La résistance pléiotropigue aux drogues
Chez la levure, deux réseaux de gènes. PDR (Pleiotropic Drug Resistance) et YAPs. sont
responsables de la résistance pléiotropique aux drogues. Les déterminants majeurs du réseau
PDR sont les facteurs de transcription Pdrlp et Pdr3p. Ces facteurs contiennent un motif de
liaison à l’ADN Zn2Cys6 dans la région N-terminale, la portion centrale contient quelques motifs
pouvant être des domaines d’inhibition alors que la zone C-terminale est constituée d’un domaine
d’activation riche en résidus acides (7). Pdrlp et Pdr3p lient la même séquence consensus
nommée PDRE («Fdrlp/Pdr3p Response EÏernenr») présente en nombres et en combinaisons
différentes. Ces séquences sont principalement TCCGCGGA. TCCGtGGA et TCCaCGGA où
les acides nucléiques en minuscule ont un rôle mineur dans la reconnaissance du site PDRE.
La délétion de FDR] provoque un effet plus prononcé sur la sensibilité aux composés
toxiques que la délétion de PDR3. Cependant, la sensibilité à un groupe de composés toxiques
tels la rhodamine et la diazaborine. est plus affectée par l’inactivation de PDR3. Cela suggère
que Pdrlp et Pdr3p reconnaissent et activent différents sous-ensembles de gènes. En effet. les
gènes cibles de Pdrlp/Pdr3p sont entre autres les transporteurs de la famille ABC Pdr5p. Snq2p et
Yorlp et les transporteurs de la famille des facilitateurs Hxt9p et Hxtl lp. Pdrlp est également en
mesure de réguler ïexpression de PDR3. d’IPTJ, dont le produit joue une fonction dans la
biosynthèse de sphingolipides, et de PDRJ6 codant pour une protéine affectant la composition en
phospholipides et en stérol de la membrane plasmatique. De son côté. Pdr3p est capable de
contrôler sa propre expression via une boucle autorégulatrice (71).
Le réseau YAP participe également à la résistance pléiotropique aux drogues où la
protéine Yaplp chez S. cerevisiae et ses homologues chez les autres levures participent le plus
activement à cette résistance. En présence de conditions stressantes, Yaplp contribue
directement à l’activation transcriptionnelle d’un groupe de protéines et module indirectement
l’activité des SIRE. éléments clés de la réponse au stress général. Yaplp régule entre autre
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Fexpression de YCf]. Ce gène code pour une pompe de détoxification qui contrôle le transport
vacuolaire et dépendant de FAT? du glutathion conjugué (84:1 14). Ycflp est également un gène
essentiel dans la résistance des cellules au cadmium (141). D’autres cibles. comme fLRÏ et
ATRJ, sont impliquées dans les phénotypes de résistance dépendants de Yaplp. Ces gènes
codent pour des transporteurs de type facilitateur responsables de la résistance au fluconazole. au
cycloheximide. au 4-NQO. au 3-aminotriazole et au 1.10-phénantroline. respectivement (1:70).
De plus. Yaplp semble participer à F activation de certains gènes faisant partie de la famille PDR.
suggérant ainsi une interaction entre les réseaux YAP et PDR. De fait, le promoteur des gènes
FDR5 et SNQ2 possèdent, en plus du PDRE. un «Yap Response Element» (YRE. TTACTAA)
(35). Plus tard, d’autres sites de liaison pour Yapïp ont été démontrés. Il s’agit de TTAGTCA et
TGACTAA (103). La présence du gène Y4P] fonctionnel est requise pour l’expression de £‘O_’
stimulée par une condition de stress (149). Il semble donc que Yaplp puisse contribuer au
contrôle de la résistance au 4-NQO et au cycloheximide via les gènes codant pour les
transporteurs ABC PDR5 et SNQ2 et pour le transporteur facilitateur flrl p.
La résistance à la diazaborine et au 4-NQO est principalement dépendante du gène PDR3
(143). De plus. le mutant pdr3A est hypersensible à la diazaborine lorsque L4PI est surexprimé.
démontrant que la résistance à la diazaborine conférée par la surexpression de Yaplp s’exerce via
PDR3 (143). La résistance au fongicide bénomyle implique l’activation drastique de fLRÏ. 11 a
été démontré que cette activation est complètement abolie dans une souche yaplz\ alors que la
délétion de PDR3 provoque une diminution partielle de l’expression de fLR] (131). Ces
résultats, jumelés à l’observation que Yaplp affecte indirectement la résistance à la diazaborine.
suggèrent l’existence d’une activation de Pdr3p dépendante de Yaplp plutôt qu’une liaison
directe de Yaplp aux gènes responsables de cette résistance (71). Finalement, la résistance au
cadmium conférée par Yaplp semble impliquer la thiorédoxine et la réductase de la thiorédoxine
puisque les souches délétées des gènes codant pour ces protéines sont hypersensibles à ce métal.
Ce résultat suggère que les deux systèmes de réduction du thiol, soient le glutathion et la
thiorédoxine. sont essentiels pour le processus de défense contre le cadmium (136).
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1.4.2.3 La régulation de la localisation sous-cellulaire de Yaplp
La régulation de la localisation cellulaire de Yaplp est bien décrite. En effet. il est connu
qu’en condition non stressante, Yaplp fait la navette entre le cytoplasme et le noyau. Pselp. un
membre de la famille des importines 3. contrôle Fimport de Yaplp dans le noyau alors que
l’exportine Crmlp exporte Yaplp du noyau au cytoplasme (fig. 2A, (61:75)). Pselp reconnaît la
séquence de localisation nucléaire (SLN) située dans la partie N-terminale de Yaplp tandis que
Crmlp lie la séquence d’export nucléaire (SEN) localisée à Fextrémité C-terminale (fig. 3). Il a
également été établi que deux autres éléments de la protéine sont importants pour sa localisation
cellulaire. Il s’agit de domaines appelés CRD, pour domaine riche en cystéines. situés en N- et
C-terminal. D’ailleurs, la SEN est située dans le C-CRD. Si l’import de Yaplp n’est pas
influencé par le stress oxydatif. son export est grandement perturbé (61). En présence de
conditions stressantes, l’oxydation des cystéines des CRD entraîne la formation de liens
disulphides intramoléculaires qui inhibent l’export nucléaire dépendant de Crmlp en bloquant
l’accessibilité de Crmlp à la SEN de Yaplp. Les cystéines servent donc de senseurs du niveau
d’oxydation de Yaplp (25). Cette dernière demeure donc séquestrée au noyau et s’accumule.
permettant l’activation de ses cibles transcriptionnelles (fig. 2B). Il a également été démontré que
Yaplp pouvait s’accumuler au noyau en réponse à la privation d’une source de carbone,
suggérant un nouveau rôle pour Yaplp dans le métabolisme du carbone (146).
En plus, la présence de diamide ou de peroxyde d’hydrogène n’entraîne pas l’oxydation
des même cystéines de Yaplp. ayant pour conséquence l’activation de différentes cibles (134).
En effet, l’activation de Yaplp par le I12O2 implique la formation d’un lien disuiphide entre les
cystéines 303 et 598 suite à leur oxydation alors que les cystéines 598, 620 et 629 servent à la fois
de senseurs et de régulateurs lorsque oxydées et liées par leur soufre après un traitement au
diamide (5). Ces deux centres de réduction bloquent la liaison de Crmlp à Yaplp mais par un
mécanisme différent. D’ailleurs, il est maintenant connu que l’accumulation nucléaire de Yaplp
due à la présence de J-1202 est dépendante de la peroxidase de thiol Gpx3p. Cette dernière sert de
senseur de J-1202 et forme un lien disulfide avec la cystéine 598 de Yaplp. Ce lien
intermoléculaire est par la suite transformé en un lien intramoléculaire entre les cystéines 59$ et
21
Fig. 2 Régulation de la localisation sous-cellulaire de Yaplp.
A) En absence de stress oxydatif. Yaplp sous forme réduite voyage entre le cytoplasme et le
noyau à l’aide de l’importine Pselp et de l’exportine Crmlp. Yaplp est majoritairement localisée
au cytoplasme due à un export plus efficace. B) En présence de stress oxydatif. certaines
cystéines de Yaplp deviennent oxydées. entraînant un changement de conformation protéique.
Ce dernier empêche la liaison de Yaplp à Crmlp puisque sa séquence «export nucléaire devient
inaccessible. causant ainsi une accumulation de Yaplp oxydée au noyau (133). Yaplp’ :Yaplp
dont les cystéines sont sous forme réduite, Yaplpox :Yaplp dont les cystéines sont sous forme
oxydée. Afin de simplifier le schéma, Pselp n’est pas montrée.
o
A) Absence de stress oxydatif
Cytoplasme Noyau
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Fig. 3 Structure protéique prédite de Yaplp et Yap2p.
Schématisation des protéines Yaplp et Yap2p montrant les domaines bZIP. riches en cystéines
situés en N-terminal (N-CRD) et C-terminal (C-CRD) ainsi que les séquences de localisation
nucléaire (SLN) et d’export nucléaire (SEN).
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303 de Yaplp (27). Une autre analyse a également noté Fimponance «une autre protéine dans
Faccumulation nucléaire de Yaplp en réponse au H202. soit Ybplp. Cette protéine agit dans la
même voie que Gpx3p (134). Récemment. il a été démontré que Yaplp est activée par un stress
produit par la présence d’arsenite et est. par le fait même. impliquée dans la tolérance à Farsénite.
tout cormne Yap$p. Par contre, ces deux facteurs réagissent à Farsénite via différents mécanismes
(155). Cette étude a démontré quun mutant de Yaplp incapable de saccumuler dans le noyau en
réponse à un traitement au F{202 montrait une rétention nucléaire normale suite à une exposition au
métalloïde. Ce résultat montrait pour la première fois que Yaplp était régulée par un stress produit
par les métalloïdes et que l’activation de la protéine opérait de manière différente de celle observée
lors dune exposition à des agents oxydants (155).
1.4.2.4 Les homologues de Yaplp chez les autres levures
Parmi les huit protéines Yap. Yaplp est le membre le plus conservé chez les levures. On
retrouve un homologue chez S. pombe. Pap lp. chez C. aÏbicans. Cap lp. et chez K/uverrn ces Ïuctis.
Kaplp (132). Paplp a été initialement isolée pour son rôle dans la résistance à f inhibiteur de
protéine kinase staurosporine. Yaplp et Paplp semblent régulées de manière similaire. Cependant.
il n’est pas encore clair que Paplp soit le senseur direct du stress oxydatif (72). Un article a montré
la structure tri-dimentionnelle de Paplp (fig. 4 et (37)). Cette protéine lie FADN en dimère et son
domaine bZip agrippe l’ADN comme une paire de baguette. Le gène CAP] a originellement été
isolé pour sa capacité, lorsque cloné dans un vecteur multicopiess. à conférer la résistance à
l’antifongique fluconazole chez S. cerevisiae (1). Caplp semble régulée de la même manière que
Yaplp et est impliquée dans la tolérance au diamide et au H202 (1). Il apparaît également que Caplp
chez C. albicans régule les homologues des cibles de Yaplp chez S. cerevisiae, particulièrement le
transporteur de la famille des facilitateurs flrlp et la peroxydase de glutathion Glrlp (95).
f inalement. la découverte du gène K4P] a été réalisée grâce à son aptitude à complémenter
l’hypersensibilité aux oxydants observée chez une souche de S. cerevisiae yap]Ayap2A. La délétion
de K4PJ dans K lactis montre que ce gène est important dans la réponse au stress oxydatif entraîné
par l’exposition des cellules au 1-1202 et au cadmium. Il a également été démontré que ce gène induit
une réponse de protection au stress due à la présence de superoxydes (9).
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Fig. 4 Structure tri-dimentionnelle de la liaison de Paplp à l’ADN. Structure globale de la
liaison d’un dimère du domaine bZIP (en mauve) de Paplp à l’ADN. Tout comme Gcn4p et fos
Jun. un dimère de Paplp saisit 1’ADN dans son sillon majeur comme une paire de baguette (37).
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1.4.3 Yap2p
Si l’on connaît beaucoup de choses sur Yaplp. très peu sont connues sur son plus proche
homologue. Yap2p. La surexpression du gène L4P2 a permis de faire sa découverte puisque celle-ci
confère la résistance au cadmium. Conséquemment. il avait été nommé CADi (151). Une recherche
bioinformatique des protéines contenant un domaine bZIP chez S. cerevisiae a montré que C.4D1
appartenait à une sous-famille de huit protéines apparentées aux facteurs AP-l de mammifères (35).
Plus tard. CADI fut renommé Y4F2 par Bossier et aÏ. (11). Quant à sa structure protéique. un
modèle a été créé en comparant sa séquence protéique à celle de Yaplp (fig. 4). Yaplp et Yap2p
possèdent 88% d’identité dans leur région de liaison à l’ADN et montrent aussi## une similarité au
niveau de leur motif en fermeture éclair de leucines (35). Yap2p est une protéine de 409 acides
aminés et possède beaucoup plus de cystéines dans son N- et C-CRD que Yaplp (53).
Contrairement à Yaplp, Yap2p est incapable de lier la séquence consensus des facteurs de
transcription AP-1 TGACTCA mais reconnaît le YRE TTACTAA (35). Les phénotypes observés
suite à la délétion ou à la surexpression de Yap2p sont beaucoup moins nombreux que ceux causés
par la présence ou l’absence de Yaplp. En fait. il est connu que la délétion de L4P2 cause
l’hypersensibilité au lI2O2, au ménadione et au cadmium alors que sa surexpression amène
l’apparition de la résistance au cadmium, au cycloheximide et au 1.10-phénantroline (11:53:129). Il
a également été suggéré que Yaplp et Yap2p pouvaient influencer le métabolisme du fer. En effet.
les cellules étaient plus résistantes au cadmium lorsqu’elles poussaient dans un milieu contenant un
excès de fer. Le cadmium réduit la capture du fer de la cellule en croissance alors que l’activité
ferriréductase en est également grandement réduite. Ces deux effets sont dépendants du dosage de
YAFJ et Y4F2 (80).
Par la suite, l’arrêt de croissance causé par une basse concentration de 1,10-phénantroline, qui
cause une déplétion en zinc et/ou fer, est surmonté par la surexpression de Y4P] ou Y4P2. D’un
autre côté, la souche yap2A montre une augmentation de la thermotolérance en condition de
déplétion causée par le 1,10-phénantroline (li). Plusieurs articles ont également souligné que Yaplp
et Yap2p pouvaient complémenter le phénotype établi par la délétion d’un des deux facteurs. Par
exemple, la surexpression de YAF2 peut enrayer l’hypersensibilité au cadmium engendrée par la
délétion de YAF1 (53). Dans un même ordre d’idées. l’induction rapide de l’expression des deux
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gènes codant pour les transporteurs ABC Pdr5p et Snq2p après un traitement à la chaleur était la
même dans les simples mutants vaplA ou i’ap2. comparativement à la souche sauvage alors que
celle induction est presque complètement abolie dans le double mutant vap]Avap2A (90). A
l’opposé de Yaplp. aucune cible transcriptionnelle de Yap2p n’est encore connue. Cependant. une
étude par biopuces a été réalisée à l’aide de souches sauvages. i’aplA et vap2A traitées au H202 (23).
D’après ces analyses, la majorité des gènes régulés par Yaplp auraient une fonction dans la
détoxffication de la cellule alors que ceux régulés par Yap2p seraient importants pour le repliement
des protéines et leur stabilité telles des chaperones et des enzymes conjuguées à l’ubiquitine. Ces
résultats seront commentés à la section discussion 4.1.1.4.
1.4.4 La régulation de Y4F] et Y4F2
Comme Yaplp et Yap2p ont un rôle majeur dans la réponse au stress oxydatif. des études ont
voulu mettre en lumière le mode de régulation de ces deux facteurs. Premièrement, elles ont montré
que le promoteur L4?1 contenait un cadre de lecture ouvert (CLO) en amont (CLOa) du CLO
principal alors que le promoteur YAP2 en contenait deux. Il est maintenant connu que le CLOa de
Y4PJ permet au ribosome 40S d’effectuer le «Ïeakv scanning» et d’aller ré-initier la transcription au
CLO principal. Par contre, les deux CLOas de Y4F2 bloquent le parcours du ribosome en
promouvant la terminaison. De plus, ils fonctionnent comme des éléments cis en accélérant la
dégradation des ARNm. Ces deux mécanismes de régulation de l’expression de YA?2 définissent un
nouveau type de système déstabilisant l’ARNm. Le parcours du ribosome et la dégradation de
l’ARNm sont influencés tous les deux par la séquence codante et le contexte de l’ARNm. incluant
les éléments en amont. Tout cela montre que la terminaison de la transcription d’un CLOa mature et
non aberrant peut mener à la déstabilisation des ARNm. Celle-ci peut se faire via des voies
différentes de celles utilisées normalement par la cellule pour se débarrasser des ARNm non matures
contenant des codons stop. En effet, un contexte G/C riche reproduisant un codon stop dans les
CLOas de YA?2 semble promouvoir le relarguage des ribosomes et permettre aux CLOas d’agir en
tant qu’élément de déstabilisation transférable de la région non-codante 5’. Bien que la
déstabilisation amène l’arrêt de la transcription par les ribosomes dans la région 5’ non-transcrite,
celle-ci peut parfois favoriser la ré-initiation de la transcription. Ce mécanisme de contrôle de la
jdégradation de I’ARNm non aberrant influence la réponse au stress (137:132). Ceci suggère que la
nature des CLOas pourrait. en partie. déterminer la fonction des gènes en déterminant la vitesse de
transcription et la durée de vie des ARNm (137). De fait. la transcription de L1P.? semble plus
complexe que celle de TAPJ. ce qui pourrait expliquer en partie le fait que Yaplp s’avère un
activateur plus fort. puisque plus facilement transcrit.
En plus. il a été prouvé que le CLOa de Y4P] contenait un élément de stabilisation qui
empêche la dégradation de l’ARNm. Ceci se fait par la voie de signalisation de la dégradation de
l’ARNm non-sens qui interagit avec la protéine Publp. Cet élément de stabilisation est également
présent chez le CLOa de GCN4 (117). En plus. il a été démontré que FARNm de Yaplp contenait
une séquence chef qui augmente l’initiation de la traduction. Cette séquence fonctionne comme un
site d’entrée interne pour les ribosomes et est fréquemment observée chez les eucaryotes supérieures
(161). Toutes ces différences au niveau de la transcription de }AFJ et ï4F2 pourraient expliquer le
contraste relevé au niveau des phénotypes d’hypersensibilité et de résistance. Il est aussi important
de noter que l’activité de Yap2p est sûrement régulée au niveau post-traductionnelle puisque l’on sait
que l’oxydation des cystéines de Yaplp et Yap$p est essentielle à leur activité (74:155).
1.5 Objectifs du projet
En somme, la relation fonctionnelle entre Yaplp et Yap2p est peu comprise. Ces deux
facteurs ont des fonctions redondantes mais aussi bien distinctes. En plus, les phénotypes de
sensibilité observés chez les souches yaplAyap2A ne corrèlent pas directement avec les phénotypes
observés chez les souches surexprimant les gènes L4F1 et YAP2. suggérant que d’autres protéines
Yaps pourraient avoir des fonctions redondantes avec celles de Yaplp et/ou de Yap2p. Il s’avère
donc nécessaire de mieux caractériser les fonctions de Yap2p dans la cellule afin de clarifier son
importance.
L’objectif général de mon projet de maîtrise était de mieux comprendre les fonctions de Yap2p,
tout particulièrement celle impliquée dans la réponse au stress oxydatif Mes objectifs spécifiques
étaient
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+ Identifier les cibles transcriptionnelles de Yap2p afin de prédire ses rôles dans la cellule
+ Étudier F influence de Yap2p dans linduction de ses cibles. notamment dans la réponse au
stress oxydatif
+ Examiner l’implication des cibles de Yap2p dans la résistance au stress oxvdatif conférée par
la surexpression de YAP2
+ Documenter les mécanismes par lesquels Yap2p régule Fexpression de ses cibles.
CHAPITRE 2: MÉTHODOLOGIE
o
2.1 Souches de levures et conditions de croissance utilisées
Les souches utilisées dans ce mémoire sont listées à la Table 1. Les cellules ont été
cultivées dans du milieu complet (YPD. pour «yeast peptone dextrose») ou sélectif (SD. pour
«synthetic dextrose») sans uracile (SD-ura). sans leucine (SD-leu) ou sans uracile et sans leucine
(SD-ura-leu) (123). Les levures ont été transformées par la méthode de Facétate de lithium (62).
La croissance des levures a été effectuée à 30°C.
Table 1. Souches de S. cerevisiae utilisées dans cette étude.
2.2.1 Préparations des sondes
Les oligonucléotides utilisés pour la synthèse des sondes sont présentés dans la Table 2.
Les sondes utilisées pour cette étude ont été amplifiées par «polymerisation chain reaction»
(PCR) à l’aide de l’ADN polymérase Taq (Stratagene) en utilisant l’ADN génomique de la
souche BY4741 comme gabarit. Les fragments obtenus ont été extraits dun gel «agarose et
purifiés par le «QlAquick PCR Purification Kit» (Qiagen). Leur longueur a été vérifiée à l’aide
d’un marqueur de poids moléculaire.
Nom Génotype Source
BY4741 M4Ta hjs3Al Ïeu2AO metl5AO ura3AO Research Genetics
569 M4Ta his3Al leu2AO rnetl5AO ura3A0yapl&:KanX Research Genetics
3143 M4Ta his3Al leu2AO metl5AO ura3AOflrlA::KanX Research Genetics
4069 M4Ta his3Al leu2AO rnetl5AO ura3AOycflA::KanX Research Genetics
4259 M4Ta his3Al leu2AO rnetl5AO ura3A0yap2&:KanX Research Genetics
717$ M4Ta his3Al Ïeu2AO ,netlSAO ura3A0frm2t::KanX Research Genetics
YAP2-MYC #2, M4Ta his3Al leu2AO rnetl5AO ura3AO YAP2-MYC Cette étude
4
-URA-MYC
Y4P2-MYC # 4- MATa his3L\l leu2AO metl5AO ura3AO L4P2-MYC Cette étude
1. 4-2
2.2 Préparations des sondes et constructions de plasmides
o
C2.2.2 Constructions des plasmides
Les oligonucléotides utilisés pour la construction des plasmides sont montrés à la Table 2.
Un fragment d’ADN de 1243 paires de bases (pb). comprenant l’intégralité du CLO de L4P2. a
été amplifié par PCR utilisant l’ADN génomique de la souche BY4741 et l’ADN polymérase FIu
(Stratagene). Les oligonucléotides employés introduisaient un site de restriction Spel (séquences
soulignées. Table 2). Le fragment obtenu a été purifié sur gel à l’aide du «QlAquick PCR
Purification Kit» et cloné dans le site Spel des vecteurs muticopie p425GPD (LEU2). p426GPD
(U]?A3) et p426ADH (URA3) (Qiagen) (9$). Le CLO de Y4P1 a été cloné de manière similaire
et intégré au site SpeI du vecteur p426ADH. Le séquençage de l’ADN du vecteur p426GPD-
YAP2 a permis de confirmer que l’insert cloné était bien le gène YAP2. Les vecteurs p425GPD-
YAF2 et p426ADH-Y4F2 ont été digérés par l’enzyme fcoRI alors que le vecteur p426ADH-
YAP] a été digéré par l’enzyme KpnI afin de vérifier que l’insert cloné était le bon gène et que
celui-ci était dans la bonne orientation.
Les délétions séquentielles du promoteur fRM2 ont été réalisées par amplification par
PCR d’un fragment d’ADN correspondant à une région du promoteur et du codon d’initiation de
la transcription ATG. Les oligonucléotides utilisés introduisaient un site de restriction XhoI en
amont (oligonucléotide sens) et un site BamHI en aval (oligonucléotide anti-sens) (séquences
soulignées, Table 2). Les fragments obtenus ont été générés par l’ADN polymérase F/ii et
amplifiés à partir de l’ADN génomique de la souche BY4741. Les produits de PCR ont été
purifiés sur gel à l’aide du «QlAquick PCR Purification Kit» et clonés dans le vecteur
centromérique ARS-CEN/LacZ (généreusement fourni par le Dr Bernard Turcotte, Université
McGill, Montréal, Canada) coupé XhoI/BamHI (105). Ces constructions nous permettent
d’obtenir des délétions séquentielles du promoteur fRM2 en fusion avec le gène rapporteur LacZ.
Elles ont été nommées en fonction de la position en 5’ de la section du promoteur qui a été clonée
où le A du codon d’initiation de la transcription correspond à +1. Le séquençage de l’ADN du
plasmide —853 fRM2P a permis de certifier que l’insert était cloné dans le bon cadre de lecture.
Pour la construction des mutants, la mutagénèse dirigée a été effectuée tel que décrit dans le
protocole «Quickchange site-directed mutagenesis kit» (Qiagen). L’ADN du plasmide —301
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Table 2. Oligonucléotîdes utilisés pour la synthèse des sondes et la construction des
plasmides. a: les positions sont relatives au codon dinitiation de la transcription. h t les
conditions de PCR sont: 1’ à 94°C, P à la température d’hybridation (Tm) indiquée, au temps (T)
indiqué à 72°C, répétées 30 fois et conservées à 4°C. c t s :oligonucléotide sens. d
as :oligonucléotide anti-sens, e t les séquences soulignées représentent divers sites de restriction.
f: séq :oligonucléotide utilisé pour le séquençage. g: les séquences en caractères gras indiquent
des mutations (voir la section 2.2.2). t minute. t seconde.
o
o
o
G
èn
e
N
om
Sé
qu
en
ce
s
(5’
-3’
)
Po
si
tio
ns
da
ns
Je
C
LO
C
on
di
tio
ns
dc
PC
R1
So
nd
es
A
A
D
4
M
R
61
2
M
R6
13
sC
A
TG
G
G
C
TC
TA
TG
A
A
TA
A
G
G
A
A
C
A
G
a
s
d
A
C
H
’T
TA
C
C
G
C
C
A
C
C
TA
C
TT
C
A
TA
C
-
$
à
+
12
+
10
11
à
49
93
A
CT
I
A
CT
I-1
A
C
TI
-2
+
52
0
à
53
8
+
11
87
à-
11
16
7
A
RN
1
M
R9
01
M
R
90
2
±
23
t) à
-
1 2
49
+
17
39
à
+
17
20
AR
R2
M
R
59
6
M
R
59
7
s
CA
A
TC
CA
G
CA
A
G
CG
TA
A
TG
as
G
CT
TG
A
G
G
A
G
CT
CA
A
CC
A
C
-
16
à+
3
14
04
à
±
38
6
AR
R3
M
R
9I
O
M
R
9I
I
-
32
à
-
13
+
12
47
à
+
f
l
FI
T3
M
R
90
3
M
R
90
4
s
TT
1T
G
TT
TG
G
G
G
IG
G
TG
A
A
G
as
TT
G
CA
G
TG
G
TT
G
A
A
G
CA
G
A
A
+
12
9
à
+
14
8
-
f4
78
à
45
9
FL
R
I
M
R1
65
M
R
16
6
+
I
à
-
1
1$
41
65
3
à
+
16
2t
)
TT
G
A
A
C
A
C
G
G
TA
TT
G
TC
A
C
as
A
A
T1
’C
CT
TA
CG
G
A
CA
TC
G
A
C
1i
ii
54
°t
’
s
A
G
G
G
C
A
G
A
TT
TC
G
C
A
A
FC
A
A
as
A
G
C
C
A
C
G
C
A
A
G
A
A
A
A
A
A
C
A
G
Ti
n
:5
0°
C
‘
F:
4’
15
”
•I’
m
:50
°C
’
s
C
C
C
A
A
C
C
A
A
C
A
A
A
TC
A
TC
A
G
G
as
G
G
TG
C
C
C
A
A
G
TA
A
TT
TT
[T
GG
1m
:58
°C
’
‘
1:1
’
li
n
:5
t)°
C
‘I’:
I ‘
40
”
s
G
C
TC
TA
G
A
A
TG
G
TA
TA
C
A
C
TT
C
A
A
C
G
as
G
G
C
TT
TC
TA
C
TC
C
TC
TG
TG
TA
C
G
A
‘
lin
:5
0°
C
‘
1:
35
”
‘
Im
:S
O
°(’
1:4
’ 1
5’’
(.
J
‘
J’
Q
Q
o
FR
EI
M
R
90
5
s
A
G
CA
TC
CC
A
A
TG
TT
CA
A
G
CA
+
24
7
à
+
25
6
‘
1’
m
:50
°C
M
R
90
6
as
G
A
G
TT
TT
A
TT
TC
CG
A
G
CG
CA
41
91
7
à
+
18
48
1:
2’
fR
M
2
M
R
59
4
CC
TC
CA
A
G
CC
A
A
A
G
A
A
TG
-
16
t
+
3
i’m
:5
8°
C
M
R5
95
as
G
CG
A
A
TT
TC
CT
G
TT
CA
G
TG
A
+
59
5
à+
57
6
F:
1’
G
PX
2
M
R
60
4
G
C
A
A
C
A
A
A
A
A
G
TA
A
TA
A
TT
C
A
A
A
A
IG
-
23
à
+
3
M
R6
05
as
G
C
TT
G
A
TT
A
TA
G
A
C
A
A
A
G
A
TA
TC
A
TT
TA
C
+
51
0
+
48
2
J:
50
”
O
LE
]
M
R6
45
s
A
C
A
A
A
G
A
TG
C
C
A
A
C
TT
C
TG
G
-
6
à
41
4
‘
I’m
SO
°(’
M
R
64
6
as
CT
CT
TA
C1
’A
G
CC
A
TT
CT
A
A
1’
A
G
CA
G
+
15
74
+
15
99
OY
E3
M
R
61
6
s
G
C
G
A
A
G
TT
TA
A
A
TT
TA
G
A
A
G
A
TG
C
-
20
à
+
4
I’i
;i:
51
°C
M
R
61
7
as
C
A
TG
A
TT
TC
A
G
TT
C
TT
G
TT
C
C
A
+
12
10
à
+1
18
8
1:
15
0”
YA
PI
M
R
61
8
G
G
A
C
TA
G
TT
G
TT
TC
TT
A
A
A
C
C
A
TG
A
G
T
-
13
à
+
6
i’m
:5
7°
(’
M
R
61
9
as
G
G
A
C
TA
G
TT
TA
G
TT
C
A
TA
TG
C
TT
A
TT
C
A
A
A
G
42
53
1
à
+
25
52
YA
P2
M
R4
31
s
G
G
A
C
TA
G
IC
C
A
G
TT
A
A
G
A
TA
A
A
TG
G
G
C
-
13
à
+
6
i’
m
SS
°C
M
R
43
2
as
G
G
A
C
TA
G
TC
TA
C
A
G
G
A
G
C
TG
TC
TA
A
C
C
12
3t)
à
+
12
12
1:
13
5”
Pl
as
m
id
es
d’
ex
pr
es
si
on
I’A
P]
M
R
6I
8
G
G
A
CT
A
G
T1
’G
TT
TC
TT
A
A
A
CC
A
TG
A
G
’F
-
13
à
46
M
R6
19
as
G
G
A
CT
A
G
TT
TA
G
TT
CA
TA
TG
CT
TA
T1
’C
A
A
A
G
+
25
31
t
+
25
52
Y
4P
2
M
R4
31
s
G
G
A
C
TA
G
TC
C
A
G
TT
A
A
G
A
TA
A
A
TG
G
G
C
-
13
à
16
‘
I’
m
:5
5°
C
Q’
©
Q
Q
M
R
43
2
as
G
G
A
C
TA
G
TC
TA
C
A
G
G
A
G
C
TG
TC
TA
A
C
C
+
12
30
+
12
12
1:
13
5”
YA
P2
M
R
24
2
s
CG
G
TA
G
G
TA
TT
G
A
TT
G
TA
A
TT
C
da
ns
le
G
PI
)
-
(sé
q.)
Pr
om
ot
eu
r
fR
M
2
_
_
_
_
-
85
3
M
R
70
6
s
A
TC
G
A
C
TC
G
A
G
C
G
A
C
C
TA
G
A
TT
C
TC
A
TA
G
A
C
-
85
3
à
—
$34
Tm
:5
7°
C’
, T
:
-
43
3
M
R7
91
A
TC
G
A
CT
CG
A
G
G
A
A
CG
A
TC
TT
CT
TG
CC
1’
T
-
43
3
à—
41
6
Tm
:5
0°
C,
‘
l’:
1’
30
”
-
30
1
M
R
74
9
s
A
TC
G
A
C
TC
G
A
G
C
A
A
TG
TC
TG
C
G
A
G
TG
TT
A
C
-
30
1
à
28
3
[i
:6
°Q
, 1
:4
5”
-
25
$
M
R8
05
A
TC
G
A
C
TC
G
A
G
A
TG
C
TC
TT
C
C
G
A
A
TA
A
TT
-
25
8
à—
24
1
Tm
:5
0°
(’,
1:
50
”
-
21
5
M
R
79
2
A
TC
G
A
C
TC
G
A
G
C
TT
IT
C
C
TT
A
C
TG
C
G
A
C
A
-
21
5
à-
19
7
Tm
:5
0°
(’,
‘
1’:
45
”
M
R
70
7
as
CG
G
G
A
I
CC
C
A
TT
TC
T
11
G
G
CT
TG
G
A
G
-
15
à
+
3
M
ut
.!
M
R$
17
s
30
1
à
26
7
M
ut
.1
M
R
8I
$
as
TG
A
C
A
A
A
TA
TT
G
A
TT
C
TA
G
A
1’
C
A
A
G
TA
A
C
A
C
TC
G
C
-
30
1
à-
26
7
1:
18
’
M
ut
.2
M
R$
15
s
C
A
A
TG
TC
TG
C
G
A
G
TG
TC
TA
C
TG
A
TT
A
TT
A
A
TC
A
A
’I
A
-
30
1
à
-
-
26
6
‘
I’m
SS
°(’
M
ut
.2
M
R$
16
as
TA
TT
G
A
TT
A
A
TA
A
TC
A
C
TA
G
A
C
A
C
TC
G
C
A
G
A
C
A
TI
’G
-
30
1
à
-
-
26
6
1:
18
’
(sé
q.)
M
R7
07
s
A
TC
G
A
C
TC
G
A
G
H
’G
TC
A
A
1’
G
C
IC
IT
C
C
G
A
-
27
9
à -
26
2
-3
fRM2P a été utilisé comme gabarit et amplifié par PCR à l’aide de l’ADN polvmérase P/ii turbo.
Les oligonucléotides employés ont inséré la mutation CTAG au lieu de TATT pour le YREI et
TACT pour le YRE2 (caractère gras. Table 2). Ces mutations détruisent donc les sites de liaison
potentiels de Yap2p. Le produit amplifié a par la suite été digéré par l’enzyme DpnI. éliminant
ainsi le brin sauvage méthylé. Le séquençage de l’ADN de l’insert du mutant I a permis de
confirmer la mutation et le bon cadre de lecture du promoteur fRM2.
2.3 Tests de résistance aux oxydants
Les tests de résistance aux oxydants ont été réalisés comme décrit précédemment (Ï).
Brièvement, les cellules ont été cultivées toute la nuit dans le YPD ou le milieu SD-ura. Les
cultures ont été diluées à une DO600 de 0.1 et rediluées de manière successives (1/5. 1/25. 1/125.
1/625). Des aliquots de 3 pi de chaque dilution ont été déposés sur des pétris de YPD ou de SD
ura contenant ou non des oxydants et incubés 2 à 3 jours à 30°C. Les pétris ont été préparés le
jour de l’utilisation. Les solutions stock ont préalablement été préparées et conservées à -80°C.
La solution stock de diamide I M (Sigma) a été préparée dans le diméthyle sulfoxide (DMSO).
La solution stock de sulfate de cadmium 50 mM (Laboratoire Mat) a été préparée dans de l’eau et
la solution stock de 1,10-phénantroline 50 mM (Sigma) a été préparée dans l’éthanol 50%.
2.4 Analyse Northern
Les cellules ont été cultivées toute la nuit et ont ensuite été diluées à une DO600 de 0,2
dans 100 ml de milieu. Lorsqu’elles ont atteint une DO600 de 1.0, l’ARN total a été extrait par la
méthode d’extraction aux billes de verre (151). 20 j.tg d’ARN de chaque échantillon ont été
chargés sur un gel 1% agarose 7,5% formaldéhyde et transférés sur une membrane Hybond-N
(Amersham). La détection d’ARN spécifiques a été réalisée par une hybridation à 65°C avec
75E6
cpm d’une sonde marquée au p32 (1). 5E5 cpm d’une sonde ACTJ ont été utilisés comme
contrôle interne pour mesurer la quantité d’ARN et la qualité du transfert. En ce qui concerne les
expériences d’induction, les cellules qui ont atteint une DO600 de 1,0 ont été traitées avec 0,2%
39
d’acide oléique (Sigma) pendant 6 heures ou 18 heures ou par 2.5 mM de diamide pendant I
heure.
2.5 Puces d’ADN
2. .5.] Préparation des ARN
Le protocole utilisé pour l’expérience des biopuces est adapté de Lee et aÏ. (78). Les
souches YAP2/p426GPD-YAP2 et Y4P2/p426GPD ont premièrement été décongelées sur pétri et
striées afin qu’elles poussent et forment des colonies isolées. Trois expériences indépendantes
ont été réalisées. Trois colonies de chaque souche ont été cultivées toute la nuit dans 10 ml de
milieu SD-ura et diluées à une DO600 de 0,1. Lorsque la DO600 a été située entre 0.5 et 1.0. les
cellules ont été centrifugées pendant 4 minutes à 3500 rpm. Le surnageant a été enlevé et le culot
a été resuspendu dans 6 ml d’eau stérile froide. Le culot resuspendu a été transféré dans un tube
de 15 ml de polypropylène et centrifugé pendant 3-4 minutes à 2600 rpm. Le surnageant a de
nouveau été enlevé et les tubes ont été congelés dans de l’azote liquide.
Le lendemain, les cellules ont été décongelées sur glace. Trois ml de phénol-chloroforme
(5:1, préchauffé 10 minutes à 65°C. Sigma) et 3 ml de TES par 200 unités DO600 ont été
additionnés. Les tubes ont par la suite été vortexés afin de resuspendre le culot et incubés
pendant 1 heure à 65°C. À chaques 10 minutes d’incubation, les tubes ont été vortexés pendant
20 secondes. Suite à l’incubation, le contenu des tubes a été aliquoté dans des tubes de 1,5 ml et
centrifugés à 14 000 rpm à 4°C pendant 20 minutes. 750 pi phénol-chloroforme (5:1) ont été
additionnés aux aliquots. Ceux-ci ont été vortexés 20 secondes et centrifugés à 14 000 rpm à 4°C
pendant 10 minutes. 750 pi de chloroforme-alcool isoamyle (25:1) ont été ajoutés aux ARN
extraits. Ces derniers ont été vortexés 20 secondes et centrifugés à 14 000 rpm à 4°C pendant 10
minutes. La phase aqueuse a été transférée dans un tube contenant 50 pi d’acétate de sodium 3 M
pH 5,2 et 1 ml d’éthanol 1 00%. Les tubes ont été conservés à —20 °C pendant au moins 30
minutes. L’ARN précipité a été centrifugé pendant 15 minutes à la température de la pièce et le
Q surnageant a été enlevé. L’ARN a été lavé avec 500 pi d’éthanol 80% et centrifugé pendant 5
40
minutes. Le surnageant a été enlevé et l’éthanol résiduel a été laissé évaporer à Vair libre.
Finalement. l’ARN a été resuspendu dans de l’eau-DEPC. L’évaluation de la qualité et la
quantification des ARN ont été réalisées à Faide du Bioanalyser 2100 utilisant les puces â ARN
6000 Nano (Agilent). L’ARN resuspendu a été dilué à une concentration de 10 igpJ. Une
quatrième extraction FARN des souches Y4F2/p426GPD-FAP2 et Y4P2/p426GPD a été
effectuée comme décrit afin de confirmer les résultats des biopuces par analyse Northem.
L’ARN de la souche yap2AJp426GPD a également été extrait afin dobserver l’expression des
gènes testés en absence de YAP2. 20 ig d’ARN ont été utilisés pour cette analyse.
2.5.2 Transcription inverse
Un mélange composé de 2 jil oligo-di 3.Oj.ig/jtl. 2 d «random primers» 2.5jtg/tl
(Invitrogen). 20 jig ARN et 20.2 il d’eau-DEPC a été fait. Le tout a été incubé à 70°C pendant
10 minutes et refroidit sur glace pendant 2 minutes. Un autre mélange contenant 8 41 «first strand
buffer>) 5X. 4 41 DTT 0.1 M, 0,8 41 aa-dUTP/dNTPs 50 X (25 mM dA. dC. dGTP. 15 mM dTTP.
10 mM amino-allyl-dUTP). 1 41 RNase-OUT. 2 41 superscript II (Invitrogen) a été préparé. Ce
mélange a été ajouté au mélange d’oligo dT/ARN et incubé à 42°C pendant au moins 3 heures.
L’hydrolyse de l’ARN a été effectuée en ajoutant 10 pi de NaOH 1 M et 10 pi d’EDTA 0.5 M et
le tout a été incubé à 70°C pendant 10 minutes. Après l’incubation, 10 41 de HC1 J M ont été
ajoutés afin de neutraliser la réaction et 30 41 d’eau-DEPC ont été additionnés afin d’obtenir un
volume final de 100 41.
2.5.3 Purflcation des ADNc
La purification de l’ADNc a été faite tel que décrit par le protocole «CyScribe GfX
Purification Kit» (Amersham). Brièvement. 500 41 du tampon de capture ont été ajoutés à
chaque colonne de purification. 100 41 d’ADNc ont été ajoutés à la colonne et centrifugés à la
vitesse maximale pendant 30 secondes. 600 41 de tampon de lavage ont été ajoutés à la colonne
41
et centrifugés de nouveau à la vitesse maximale pendant 30 secondes. Cette étape a été répétée 3
fois. La colonne GFX a été transférée dans un nouveau tube de 1.5 ml et 60 tl de tampon
délution ont été ajoutés. Le montage a été incubé à la température de la pièce pendant I à 5
minutes. Il a été centrifugé à la vitesse maximale pendant 1 minute afin de permettre Félution de
l’ADNc purifié. Ce dernier est finalement déposé dans un concentrateur «SpeedVac» afin de
réduire le volume total à 5 d.
2.5.4 Préparation des marqueurs de réaction çvanines
Un tube de cyanine3 et de cyanine5 provenant du «CyScribe GfX Purification Kit» ont
été dissous dans 72 .d deau-DEPC (Amersham). 4.5 .tl de chaque marqueur ont été aliquotés
dans 16 tubes de 0,5 ml. centrifugés et déposés dans un concentrateur «SpeedVac» afin de les
sécher. Ils ont été conservés à 4°C dans le noir jusquà leur utilisation.
2.5.5 Couplage de / ADNc purifié aux marqueurs çvanines
3 j.ti de bicarbonate de sodium 0.3 M pH 9.0 ont été ajoutés à l’ADNc purifié. L’ADNc
provenant de la souche L4P2/p426GPD a été marqué au cyanine3 alors que FADNc de la souche
YAP2/p426GPD-YAP2 a été marqué au cyanine5. Un aliquot de marqueur cyanine a été dissous
dans 2 tl DMSO 100% et cette suspension a été ajoutée à I’ADNc. Ce mélange a été incubé
pendant une heure à la température de la pièce dans le noir. 20 pi dacétate de sodium 3 M pH
5.2 et 70 pi d’eau ont été additionnés à 1ADNc couplé au marqueur. Le tout a été purifié tel que
décrit à la section 2.5.3.
2.5.6 Conception des biopuces
Les biopuces utilisées contenaient tous les CLO et toutes les régions intergéniques de S.
cerevisiae. Les oligonucléotides employés pour la synthèse de tous les fragments proviennent de
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Research Genetics (Invitrogen). Les produits de PCR ont été resuspendus dans 20 .il de DMSO
40% avec le «liquid handier multiprobe II HT EX» (PerkinElmer). Un mélange de 5 ml d’acétate
dammonium et 1 7.5 ml d’isopropanol par micro-plaque a été réalisé (Costar-VWR). 180 tl ont
été ajoutés à chaque rangée de la plaque et transférée dans la plaque de 96 puits. Celle-ci a été
centrifugée 20 minutes à 5000 rpm et le liquide a été enlevé. Un lavage de la plaque a été exécuté
avec 200 il d’éthanol 70%. La plaque a été centrifugée 5 minutes à 5000 rpm et le liquide a
encore une fois été enlevé. Les produits de PCR ont été imprimés sur des puces traitées â la polv
L-lysine à l’aide du «Arrayer OmniGrid 100» avec 48 épingles de «Arravit SMP23 stealth Micro
Spoffing pins» à une humidité de 55% et à 23-24°C (GeneMachine).
2.5. 7 Hybridation, lavages et lecture des résultats
1,2 g d’anhydride succinique ont été dissous dans 72 ml de l-méthyl-2-pvrrolidinone et
3.3 ml d’acide borique 1 M ont été ajoutés. Cette solution de bloquage a été transférée dans une
jarre Coplin et les puces ont été immergées. Celles-ci ont été incubées 15 minutes en étant
vigoureusement secouées. Par la suite. les puces ont été lavées avec du SDS 0.2°/b pendant 20
secondes à la température de la pièce et avec de l’eau pour un deuxième 20 secondes. Les puces
ont été chauffées dans de l’eau à 95°C pendant 2 minutes et immergées dans de l’éthanol 95% à
la température de la pièce pendant I minute. Elles ont finalement été centrifugées à 1500 rpm
pendant 3 minutes. 40 !il de tampon d’hybridation (100 41 solution DIG easy Hyb, 5 jil ARNt
basker 10 mg/ml. 5 jd ADN de spermes de saumon 10 mg/ml) ont été additionnés à I’ADNc
marqué au cyanine3 ou cyanine5. incubés à 95°C pendant 5 minutes et refroidis sur glace pendant
1 minute. Une centrifugation rapide a été effectuée et les ADNc ont été conservés à 42°C jusqu’à
leur utilisation. Les puces ont été installées dans la chambre d’hybridation et 60 41 d’ADNc
marqué sont déposés sur les puces. Ces dernières ont été recouvertes d’un couvercle et incubées
à 42°C pendant toute la nuit. Le lendemain, les puces ont été lavées 2 fois pendant 15 minutes à
42°C dans une jarre Coplin avec du SSC IX /SDS 0,1%. Une fois les lavages terminés, les puces
ont été rincées deux fois à la température de la pièce avec du SSC IX et une fois avec du SSC
0,1X. Elles ont été centrifugées à 1500 rpm pendant 3 minutes et la lecture des résultats a été
effectuée à l’aide du digitaliseur Genepix 4000B (Axon Instrument).
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2.5.8 Analyse des résultats
Une macro d’Excel Microsoft adaptée par le Dr françois Robert de celle utilisée par
Hughes et al. a servi à l’analyse des résultats (57). Tous les gènes avant une valeur p de 0.001
ont été conservés. Les gènes sélectionnés ont été classifiés dans des catégories fonctionnelles
selon la base de données «Saccharomvces Genorne Database» (SGD.
http://www.yeastgenome.org).
2.6 Essai 3-ga1actosidase
Les essais ont été réalisés tel que décrit précédemment (89). Brièvement, les cellules ont
été cultivées dans 10 ml de milieu SD-ura-leu toute la nuit et ont ensuite été diluées à une D060()
de 0,4 dans 20 ml de milieu. Lorsque les cellules ont atteint une DO600 de 1.0. elles ont été
récoltées par centrifugation, rincées avec du tampon Z (60 mM Na2HPO4. 40 mM NaH2PO4. 10
mM KCI, 1 mM MgSO4. 50 mM f3-mercaptoéthanol) et resuspendues dans 0.2 ml de tampon Z.
Des billes de verre ont été ajoutées jusqu’au culot de cellules et le tout a été vortexé 5 fois
pendant une minute. Entre chaque session de vortex, les cellules ont été conservées pendant I
minute sur glace. Les extraits cellulaires ont ensuite été centrifugés et le surnageant a été
transféré dans un nouveau tube. La concentration des protéines a été déterminée par la méthode
de Bradford en utilisant l’albumine de sérum bovin (BSA) comme standard (15). L’essai 3-
galactosidase a finalement été réalisé en utilisant 80 .tg de protéines. L’activité 3-gaÏactosidase a
été obtenue en évaluant l’hydrolyse de l’o-nitrophénol-f3-D-galactoside. quantifiée par la mesure
de la DO420 et exprimée en unités d”o-nitrophénol formées/minute/mg de protéines utilisées.
2.7 Construction d’une souche YAP2-MYC
2. 7.] Intégration d’une étiquette MYC au locus YAF2
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Les oligonucléotides utilisés pour la construction de la souche et pour l’expérience
«immunoprécipitation de la chromatine sont montrés dans ]a Table 3. Afin d’intégrer une
étiquette MEC au locus Y4F2. le vecteur pMPY-3xMYC a été utilisé et généreusement fourni par
le Dr françois Robert. IRCM. Montréal. Canada (121). Les oligonucléotides utilisés pour
l’intégration de l’épitope MYC au locus Y4P2 ont été synthétisés par la compagnie Alpha DNA
hnp://www.alphadna.com). L’ofigonucléotide sens employé pour l’amplification contenait les
50 dernières bases du CLO de L4P2 (excluant le codon stop) suivies de 16 bases provenant du
vecteur pMPY-3xMYC (soulignées dans la Table 3). L’oligonucléotide anti-sens contenait les 50
bases suivants le CLO de Y4F2 (le brin complémentaire) et 16 bases du vecteur pMPY-3xMYC
(soulignées dans la Table 2). Cette stratégie permet l’intégration de la cassette par recombinaison
au locus YAP2 (fig. 11. A). Le PCR a été réalisé à l’aide de l’ADN polymérase Taq et l’ADN du
plasmide pMPY-3xMYC a été utilisé comme gabarit. Les produits de $ réactions de PCR ont été
rassemblés et la longueur du fragment a été vérifiée sur gel à l’aide d’un marqueur de poids
moléculaire. Les produits ont été nettoyés par le phénol-chloroforme-alcool isoamyle (25 ml
phénol, 24 ml chloroforme. I ml alcool isoamyle, Sigma). Par la suite, les produits de PCR ont
été précipités à l’éthanol 100% et resuspendus dans 10 jil de TE pH 8.0. 1 jil a été déposé sur gel
afin de vérifier la qualité et la quantité approximative de l’ADN récupéré. Les cellules
compétentes ont été préparées la veille et conservées à 4°C toute la nuit (62). Quatre à cinq mg
d’ADN ont été transformés dans la souche sauvage BY4741. Dix colonies ont été obtenues.
Afin de vérifier que l’intégration s’était bien faite au locus Y4F2, le criblage a été réalisé
par PCR. Pour ce faire, huit colonies isolées des intégrants ont été cultivées toute la nuit dans 10
ml de milieu SD-ura liquide. La culture a été centrifugée et resuspendue dans 200 l de tampon
de lyse (50 mM HEPES pH 7,5. 140 mM NaCÏ. I mM EDTA. 1% Triton X-100. 0,1% Na
désoxycholate). Des billes de verre ont été ajoutées jusqu’au culot de cellules et le tout a été
vortexé 5 fois pendant une minute. Entre chaque session de vortex, les cellules ont été
conservées pendant 1 minute sur glace. Les extraits cellulaires ont été centrifugés et le
surnageant a été nettoyé au phénol-chloroforme-alcool isoamy)e, précipité à l’éthanol 100% et
resuspendu dans 13 jil de TE pH 8,0. Un PCR a été effectué afin de vérifier l’exactitude de
l’intégration à l’aide d’un oligonucléotide se liant au gène YAF2 et un s’hybridant au 3’-UTR
(Table 3, fig. 1 lA). Sur les huit colonies testées, trois avaient intégré la cassette au bon endroit.
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Table 3. Oligonucléotides utilisés pour la construction d’une souche YAP2-MYC et pour
l’expérience d’immunoprécipitation de la chromatine. as les positions sont relatives au codon
d’initiation de la transcription, b: les conditions de PCR sont 1’ à 94°C, P à la Tm indiquée, le T
indiqué à 72°C. répétées 30 fois et conservées à 4°C. c s s :oligonucléotide sens. U
as :oligonucléotide anti-sens. e: les séquences soulignées dérivent du vecteur pMPY-3xMYC
(121), f: les conditions de PCR pour le ChIP sont s 1’ 30” à 95°C. 40’ à 95 °C. 40” à 50°C. 40” à
72°C. Les trois dernières étapes ont été répétées 24 fois. ‘s minute. “s seconde.
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L’excision du marqueur URA3 et du deuxième épitope MEC a été accomplie. Pour y
arriver, la souche L4P2-MYC # 4. ayant intégré correctement la cassette. a été cultivée toute la
nuit dans 5 ml de YPD. 5 d de cette culture ont servi à inoculer à nouveau 5 ml de YPD et ont
été cultivés une deuxième fois toute la nuit. 200 j.tl de cette deuxième culture ont été centrifugés
et resuspendus dans 200 tl d’eau stérile. Le culot resuspendu a été étalé sur des pétris contenant
de Facide 5-fluoro-orotique (7 g YNB. 100 ml glucose 20%. 500 ml agar 4%. 25 ml uracil 2
mg/ml. 1 g 5-fluoro-acide orotique) et incubé 3-4 jours à 3 0°C. De petites et de grosses colonies
ont été obtenues. Une petite et une grosse colonies ont été étalées sur un pétri contenant du YPD
afin d’obtenir des colonies isolées. Ensuite. la vérification de l’excision du marqueur a été
effectuée. Pour ce faire, une culture de 10 ml de YPD ayant été cultivée toute la nuit a été
centrifugée et resuspendue dans 200 t1 de tampon de lyse additionné d’inhibiteurs de protéases (1
mM PMSF. 1 mM benzarnidine, 10 ig/ml aproptinine. 1 j..tg/ml leupeptine. I jig/ml pepstatine).
Le culot resuspendu a été vortexé avec des billes de verre comme décrit précédemment. Une fois
la centrifugation effectuée. la moitié du surnageant a été mis de côté afin d’effectuer une analyse
Western (voir section 2.7.2). L’autre moitié a été nettoyée tel que décrit précédemment et
resuspendue dans 10 il de TE pH 8,0. Pour vérifier que l’excision avait bien eu lieu, un PCR a
été réalisé en utilisant les mêmes oligonucléotides employés pour vérifier l’intégration. Les deux
colonies testées. YAP2-AIYC # 4-1 et }‘AF2-MYC # 4-2. avaient bien excisé la cassette.
2. 7.2 Caractérisation de la souche par analyse Western
Afin de vérifier que la protéine de fusion Yap2p-Myc était correctement exprimée, une
analyse Western a été exécutée. 6 il de Leammli 5X a été additionnés au 24 d du surnageant
mis de côté précédemment (voir section 2.7.1). Les protéines ont été migrées sur un gel SDS
PAGE. Par la suite, le gel a été équilibré dans le tampon de transfert pendant 20 minutes (2,9 g
glycine, 5,8 g Tris, 0,37 g SDS, 200 ml méthanol). Les protéines ont été transférées sur une
membrane Bio-Rad en suivant les indications fournies avec l’appareil Trans-blot semi-dry (Bio
Rad). La membrane a été incubée dans une solution d’hybridation TBS-Tween 20 (TBS-T, 10
mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20) additionnée de 5% de lait (TBS-T-lait)
pendant 1 heure. Elle a ensuite été incubée pendant 1 heure dans une nouvelle solution TBS-T
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lait additionnée de d’une dilution 1/300 de l’anticorps MYC 9ElO (Santa Cruz Biotech). Suite à
l’incubation, la membrane a été lavée deux fois pendant 10 minutes dans une solution de TBS-T.
La membrane a finalement été incubée pendant 1 heure dans une solution de TBS-T-lait
additionnée d’une dilution 1/1000 de l’anticorps secondaire IgG-HRP f Santa Cruz Biotech).
Suite â l’incubation, la membrane a été lavée deux fois pendant 10 minutes dans une solution de
TBS-T. La révélation s’est fait tel que décrit par le protocole «EC1-Plus» (Qiagen).
2.8 Immunoprécipitation de la chromatine
2.8.1 Jour]
. Croissance des cellules et «cross-/ink» protéine-ADN
Des cellules sauvages BY4741 et étiquettées L4P2-MYC # 4-1 ont été décongelées sur
pétri afin qu’elles poussent et forment des colonies isolées. Par la suite. à partir d’une culture
inoculée avec une colonie isolée et ayant poussé toute la nuit, une nouvelle culture de 100 ml a
été inoculée à une DO600 de 0,1. Lorsque cette dernière a atteint une DO600 de 0.8. la culture a été
traitée par 2.5 mM de diamide pendant 1 heure avec agitation. Les cellules induites ont été
transférées dans un tube de 50 ml contenant 1,4 ml de formaldéhyde et placées pendant 30
minutes à la température de la pièce sur une roue tournante. Le tube a ensuite été centrifugé
pendant 5 minutes à 2800 rpm â 4°C. Une fois le surnageant enlevé, le culot a été lavé 3 fois
avec 40 ml d’une solution froide de TBS (20 mM Tris-Cl pH 7,5. 150 mM NaC1). Après le
dernier lavage, le surnageant a été enlevé et le culot a été resuspendu dans la solution de TBS
résiduel. Le culot resuspendu a été transféré dans un tube eppendorf. Ce dernier a été centrifugé
pendant 1 minute à 4°C à la vitesse maximale. Le surnageant a été retiré, le culot a été congelé
dans l’azote liquide et conservé à -80°C.
Les billes destinées à immunoprécipiter la chromatine ont été préparées la veille de leur
utilisation. Pour ce faire, 50 .tl de billes (solution stock à 4E8 billes/ml c’est-à-dire 2X107 billes
par échantillon) ont été utilisés par échantillon à immunoprécipiter. Ces billes sont déjà liées à
des anticorps anti-IgG de souris (Dynabeads Pan Mouse IgG, Dynal Biotech). La quantité totale
de billes a été placée dans un tube de 15 ml et centrifugée pendant I minute à 3000 rpm. Le
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surnageant a été enlevé et les billes ont été lavées 2 fois dans 10 ml de PBS contenant 5 mg/ml de
BSA (PBS/BSA). Les billes ont finalement été incubées toute la nuit sur une plate-forme
tournante à 4°C dans 250 tl de solution de PBS/BSA additionnée danticorps Myc 9E10 (2 .il par
échantillon à immunoprécipiter. Santa Crnz Biotech).
2.8.2 Jour 2 Immunoprécipitation de la chrornatine
Le lendemain, le culot de cellules a été décongelé et resuspendu dans 700 pi de tampon de
lyse additionné «inhibiteurs de protéases (section 2.7). L’équivalent d’un tube de PCR 0.5 ml de
billes de verre a été ajouté. Les cellules ont été brisées 3 fois pendant 10 minutes avec un mini
«bead beater» (Biospec) à 4°C. Le fond du tube contenant les billes a été percé à l’aide d’une
aiguille 1$(l’/2 et placé dans un nouveau tube. Ce montage a été centrifugé jusqu’à ce que la
centrifugeuse atteigne une vitesse de $000 rpm ou que tout le liquide ait été transféré dans le
nouveau tube.
Tout ce qui a été récupéré dans le nouveau tube (contenant la chromatine) a par la suite été
soniqué 4 fois 20 secondes à une puissance de 7 (Sonic dismembrator 60. fisher Scientific).
Entre chaque séance de sonification. les tubes ont été placés sur glace. Les tubes ont été
centrifugés 5 minutes à 13 000 rpm à 4°C et le surnageant a été transféré dans un nouveau tube.
5 pi d’extrait cellulaire total ont été mis de côté et conservés à -20°C. Ceux-ci serviront de
contrôle. 500 pi de ce même extrait ont servi à l’immunoprécipitation.
Les billes préparées la veille ont été centrifugées I minute à 3000 rpm et lavées 2 fois
avec 10 ml de PBS/BSA. Elles ont été resuspendues dans 30 pi de PBS/BSA par échantillon. 30
pi de billes ont été ajoutées au 500 pi d’extrait cellulaire total et le tout a été incubé toute la nuit
sur une plate-forme tournante à 4°C.
2.8.3 Jour 3
. Récupération de Ï ADN immunoprécipilé
o
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À 4°C. les extraits ont été lavés 2 fois avec 1 ml de tampon de lyse (sans inhibiteurs de
protéases). 2 fois avec I ml de tampon de lyse
— 360 mM NaC1. 2 fois avec 1 ml de tampon de
lavage (10 mM Tris pH 8.0. 250 mM LiCY. 0.5% NP4O. 0.5% Na-désoxycholate. I mM EDTA)
et finalement. 1 fois avec 1 ml de TE pH 8.0. Les billes lavées ont été centrifugées 3 minutes à
3000 rpm et tout le surnageant a été enlevé. Les billes ont été resuspendues dans 50 il de TE
1% SDS (TE/SDS). 50 il de TE/SDS a également été ajouté à Fextrait cellulaire total mis de
côté (5 tl). Les tubes ont été vortexés quelques secondes et incubés toute la nuit à 65°C afin de
défaire le pontage.
2.8.4 Joui- 4: Précipitation de Ï 4DN immunoprécipité et PCR
Les tubes contenant les billes ont été centrifugés et le surnageant a été récupéré. Un
mélange a été préparé (345 jtl de TE, 2 tl de glycogène 20 mg/ml (Roche) et 3 jil de RnaseA 10
mg/ml (Amersham) par échantillon) et 350 .tl de ce mélange ont été répartis dans chaque tube.
O Ceux-ci ont été incubés pendant 2 heures à 37°C. Par la suite. 15 il de SDS 10% et 7.5 jii de
protéinase K 10 mg/ml (Invitrogen) ont été ajoutés dans chaque tube et incubés de nouveau
pendant 2 heures à 37°C. L’ADN a été lavé 2 fois avec un mélange phénol-chloroforme-alcool
isoamyl. 12 d de NaCl 5 M et 2,5 volumes d’ÉtOH 100% ont été ajoutés après le deuxième
lavage. Les tubes ont été centrifugés pendant 20 minutes à 4°C. L’ADN précipité a été lavé à
PÉtOH 70% et resuspendu dans 50 pi de TE.
Des PCR ont été effectués sur les extraits cellulaires totaux et sur l’ADN immunoprécipité
(voir les détails à la section 3.4). Un mélange a été préparé pour tous les échantillons (extraits
cellulaires totaux et immunoprécipités) + 2 0.05 pi ATP-Œ P32. 0,35 pi dNTPs 10 mM, 1,5 pi
tampon de réaction 1OX (100 mM Tris-Cl pH 8.4. 0,5 M KC1. 15 mM MgC12, 0,1% gélatine),
0,15 111 de chaque oligonucléotide 40 picomoles/p.l, 0,15 pi Taq polymérase. complété à 14 pi
d’eau par réaction. Dans chaque tube à PCR, 14 pi de ce mélange et 2 pi d’ADN
immunoprécipité ou 1 pi de la dilution choisie de l’extrait cellulaire total ont été déposés. Les
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conditions du PCR ont été 95°C pendant 1 minute 30 sec.. 95°C pendant 40 sec.. 50°C pendant
40 sec.. 72°C pendant 40 sec.. refaire les 3 dernières étapes 24 fois.
2.8.5 Jour 5 Révélation des résultats
Un gel 6% acrylamide a été préparé afin de visualiser les résultats. Une fois les réactions
de PCR terminées. 6 tI de colorant de migration (35% glycérol. 0.25% bleu de bromophénol.
0.25% xylène cyanol ff) ont été ajoutés. Seulement 10 tl ont été utilisés pour charger les puits.
Le reste a été conservé à 4°C. Une fois les échantillons migrés, le gel a été transféré sur un papier
Wathman, séché pendant 15 minutes à 80°C et déposé dans une cassette contenant un écran
intensifiant Phosphoryl Imager pendant 60 minutes. De manière qualitative, les quantités de la
bande contrôle ont été estimées. Par la suite, les quantités à déposer sur un deuxième gel
d’acrylamide ont été évaluées afin que la quantité de la bande contrôle soit équivalente dans
chaque puit.
o
2.9 Analyses bloinformatiques
Un «blast» de protéine-protéine à partir de la banque de données du «National Center for
Biotechnology Information» (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) a été effectué en utilisant la
séquence protéique de frm2p obtenue de SGD (http://www.yeastgenome.org). Les séquences
résultantes du «blast» ont été transférées successivement du programme d’alignement de
séquences d’EMBOSS (The European Molecular Biology Open Software Suite) au programme
d’encadrement des acides aminés Gene Doc ((1 15), http://www.psc.edulbiomedlgenedoc).
o
CHAPITRE 3 PRÉSENTATION ET ANALYSE DES RÉSULTATS
3.1 Identification des cibles transcriptionnelles de Yap2p
3.1.1 Choix du système expérimental
Nous avons choisi l’approche des biopuces afin de caractériser les changements dans le
profil d’expression globale des gènes résultant de la surexpression de L1F2. Cette approche
consistait à comparer le niveau d’expression des gènes dans une souche surexprimant le gène
L4F2 par rapport à une souche sauvage. De par la fonction des gènes répondant à cette
surexpression. cette expérience servait également à prédire de nouvelles fonctions de Yap2p dans
la cellule. Tel que mentionné précédemment. l’identification de Y4F2 a été réalisée à l’aide d’un
système d’expression multicopies (151). En effet, c’est en surexprimant Y4P2 que Wu et al. ont
pu observer l’apparition de la résistance au cadmium. Le gène avait alors été nommé CADi. Par
ailleurs, la surexpression massive d’un facteur de transcription a déjà été utilisée pour des
expériences de biopuces. L’exemple le plus typique est celui du proche homologue de Yap2p.
Yaplp. C’est en utilisant un vecteur muticopies surexprimant L’iF] que l’ensemble de ses cibles
transcriptionnelles ont pu être déterminé par biopuces (30). La surexpression de ce gène a pour
conséquence de reproduire la localisation nucléaire de Yaplp en réponse au stress oxydatif. Tel
que décrit plus haut, Yaplp s’accumule au noyau en réponse au stress oxydatif. permettant ainsi
l’induction de l’expression de ses cibles. L’oxydation des cystéines présentes dans les deux
domaines CRD de Yaplp empêche l’exportine Crmlp de se lier à Yaplp et de l’exporter hors du
noyau (voir section 1.4.2.3). La grande quantité de Yaplp produite grâce à la surexpression
devient plus importante que l’export fait par Crmlp, conduisant ainsi à l’accumulation de Yaplp
au noyau. De par leur forte homologie structurale, nous avons émis l’hypothèse que Yap2p
pourrait être régulée de manière similaire à Yap Ip. Par conséquent, la surexpression de )7AF2
provoquerait son accumulation dans le noyau, lui permettant d’activer ses cibles.
o
3.1.2 Construction et caractérisation des souches
La souche sauvage BY4741 (Y4F2) a été transformée avec le plasmide multicopies
p426GPD-Y4P2 contenant le CLO de Y1P2 sous le contrôle du promoteur fort de la
glycéraldéhyde-3-phosphates déshydrogénase (GPD) ou avec le vecteur vide comme contrôle.
Dans le but d’évaluer le niveau d’expression de Y4F2 dans ces souches, une analyse de type
Northern a d’abord été effectuée. Le gêne ACTJ a été utilisé comme contrôle de la quantité
d’ARN chargé dans les puits et de la qualité du transfert. Comme anticipé. la souche
Y4F2/p426GPD détecte un message de 1.2 kb. montrant ainsi le niveau d’expression endogène de
YAP2 (fig. 5A). La souche 4259 (yap2z\) transformée avec le vecteur vide a été utilisée comme
contrôle. À cet effet, aucun signal n’a été détecté au niveau de l’ARN de cette souche.
confirmant que le message de 1.2 kb observé correspond au transcrit du gène L4P2. Finalement.
une très grande quantité d’un message d’environ 1,5 kb a été identifiée dans la souche
Y4F2/p426GPD-YAF2, correspondant à l’ARNm de Y4P2 transcrit à partir du plasmide de
surexpression. Ce résultat montre que L4P2 est largement surexprimé dans la souche
YAP2/p426GPD- YAF2.
Par la suite, l’habileté de ses souches à reproduire les phénotypes connus causés par la
surexpression ou l’absence de YAP2 en réponse à divers agents oxydants a été examinée. Pour
atteindre cet objectif, des tests de résistance aux oxydants ont été exécutés. Le transformant
yap2zVp426GPD a été utilisé comme contrôle afin de confirmer l’hypersensibilité aux oxydants
causée par l’absence de YAP2. De plus. ce transformant a permis de vérifier que l’incorporation
du plasmide n’affecte pas l’hypersensibilité aux oxydants engendrée par l’absence de YAP2. Il
est connu que la délétion de YAP2 confère l’hypersensibilité au cadmium alors que sa
surexpression amène la résistance au cadmium et au 1.10-phénantroline (l1;80;129). Tel
qu’attendu, la souche yap2iVp426GPD est hypersensible au cadmium comparativement à la
souche sauvage tandis que la souche surexprimant YAP2 est résistante au cadmium et au 1,10-
phénantroline (fig. 5B). Ces résultats confirment bien que L4P2 est impliqué dans la réponse au
stress oxydatif et récapitulent parfaitement les phénotypes connus. Conséquemment, les souches
YAP2Ip426GPD et YAP2/p426GPD-YAP2 peuvent être utilisées pour les expériences de puces à
ADN.
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Fig. 5 Caractérisations des souches utilisées pour les biopuces.
A) Analyse Northem. Les transformants ont poussé jusqu’à une DO600 de 1.0. L’ARN total a été
extrait et 20 ig de chaque extrait ont été analysés par Northern blot avec une sonde L4P2-P32. La
flèche pleine indique l’ARNm codé par p426GPD-YAP2 (L5 kb) alors que la flèche vide
représente Ï’ARNm codé par le gène YAF2 endogène (1.2 kb). Le niveau de l’ARNm de l’ACTl
est inclus comme contrôle de la quantité des ARN. B) Tests de résistance aux oxydants. Les
transformants ont été cultivés toute la nuit et ont été resuspendus à une DO600 de 0.1. Trois
microlitres de dilutions successives un dans cinq ont été déposés sur des pétris ne contenant pas
d’oxydant (YPD) ou contenant du sulfate de cadmium (CdSO4), du 1.10-phénantroline (1.10-Phé)
ou du diamide (DA). Les pétris ont été incubés 2 jours à 30°C.
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Par ailleurs, nos résultats montrent que la souche vap2AJp426GPD est légèrement sensible
au 1.10-phénantroline. Comme cette sensibilité n’a jamais été observée alors il se peut qu’elle
soit dépendante de la souche testée. De plus. nos résultats indiquent que la souche surexprimant
)AP2 confère également la résistance au diamide comparativement à la souche sauvage tandis
que sa délétion n’entraîne pas une hypersensibilité (fig. 5B et résultat non montré). A notre
connaissance. c’est la première fois qu’on observe que Y4P.? est impliqué dans la réponse au
stress oxydatif causée par une exposition des cellules au diamide.
3.1.3 Expérience des puces à ADN
L’expérience des biopuces a identifié des cibles transcriptionnelles potentielles de Y.4P2
et ainsi établi une liste de gènes pouvant agir comme effecteur de Yap2p dans les phénotypes
d’hypersensibilité ou de résistance dépendant de la présence de Yap2p. Les souches
Y4P2/p426GPD et Y4P2/p426GPD-L4F2 ont servi à cette expérience. Les détails de la
méthodologie sont présentés à la section 2.5. Brièvement. l’ARN de ces souches a été extrait et
la transcription inverse a été effectuée. L’ADNc provenant de la souche Y4P2/p426GPD a été
marqué au cyanine3 et l’ADNc de la souche L4P2/p426GPD-YAF2 a été marqué au cyanine5.
Ceux-ci ont été hybridés sur les biopuces qui contenaient les régions intergéniques et les CLO de
S. cerevisiae. Les expériences ont été faites en triplicata sur trois lots d’ARN indépendants. Les
résultats ont été analysés à l’aide d’une macro adaptée de Hughes et aï. par le Dr françois Robert
(57). Tous les gènes ayant une valeur p inférieure à 0.001 ont été conservés. Les gènes
sélectionnés ont été classifiés en catégories fonctionnelles selon la base de données SGD et sont
présentés à la Table 4.
Trente-neuf gènes ont été obtenus par cette approche. Premièrement, le gène L4P2 est
régulé à la hausse 3.2 fois, ce qui confirme la surexpression de Y4P2. Aussi, 0.5% des CLO de S.
cerevisiae (6569 CLO) répondent à la surexpression de YAP2. avec seulement deux gènes régulés
à la baisse (PH084 et HAC]). Brièvement, la surexpression de YAP2 induit l’expression de
plusieurs gènes dont les produits sont des transporteurs impliqués dans la résistance aux métaux
et aux composés toxiques. Il s’agit entre autres de fLR]. codant pour un transporteur de type
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Table 4. Gènes dont l’expression est modulée suite à la surexpression de YAP2.
O La colonne ratio montre le changement dexpression des gènes par rapport à la surexpression deYAP2 versus la souche sauvage. Les gènes ont été classifiés en catégories fonctionnelles selon la
base de données SGD.
O
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CLO Gène Ratio Description des gènes Références
1. Transporteurs
YBROO8c fLR] 20.3 Transporteur de la famille des facilitateurs
YPR2OIw ARR3 4.7 Transporteur de la famille des facilitateurs 155
YDRI35c YCf] 4.7 Transporteur ABC $4
YML1 16w ATR] 3.6 Transporteur de la famille des facilitateurs 70
YMLI23c FH084 -2.5 Transporteur de la famille des facilitateurs SGD
2. Déshydrogénases
YPL 171 c 0Yf3 29.2 Déshvdrogénase de NAD(P)H 104
YDL243c AAD4 25.8 Déshydrogénase d’aryl-alcool 2$
YFLO57c AAD]6 20.2 Déshydrogénase darvl-alcool 2$
YNL331c AAD]4 16.5 Déshydrogénase daryl-alcool 2$
YFLO56c AAD6 16.5 Déshydrogénase d’aryl-alcool 28
YOLI65c A4D15 15.7 Déshydrogénase daryl-alcool 2$
YJR155w AADJO 8.5 Déshvdrogénase darvl-alcool 2$
YNLI34c 6.8 Déshydrogénase d’aryl-alcool SGD
YHRI 79w 0Yf2 4.7 Déshydrogénase de NAD(P)H 104
3. Voie du glutathion et de la thiorédoxine
YLLO6Oc GTT2 16.9 Transférase de glutathion 22
Y3R244w GFX2 2.7 Peroxydase de glutathion 59
YDR3S3w TRRJ 2.3 Réductase de thiorédoxine 92
4. Acquisition du fer
YOR382w f1T2 5.8 Impliqué dans le transport du fer 118
YLR2I4w fRE] 3.5 Réductase de cuivre et de fer 11$
YOR383w f1T3 2.9 Impliqué dans le transport du fer 118
YELO65w ARN3 2.6 Transporteur de ferrioxamine B 79
YOLI5$c ARN4 2.3 Transporteur dentérobactine 79
YMRO5$w fET3 2.2 Ferroxydase 79
5. Réponse au stress oxydatif
YGR234w YHBJ 7.9 Flavohaemoglobine 160
YDR533c HSP3] 3.5 Similiaire à Hsp3Ip d’E. cou SGD
YNRO74c CPD1 3.4 Oxydoréductase putative 135
YDR423c YAP2 3.2 Facteur de transcription de type bZIP 151
YMRO3$c LYS7 3.2 Chaperone de la superoxyde dismutase Sodlp 39
YBRO46c ZTA] 2.5 Similaire à une oxydoréductase d’E. cou SGD
YDR369c XRS2 2.4 Impliqué dans la réparation de l’ADN SGD
YFLO3 1 HAC]
-2.6 Facteur de transcription de type bZIP 93
6. Autres
YCLO26c-a fRA’12 30.5 Impliqué dans la voie des acides gras 87
YPR200c ARR2 11 .1 Réductase d’arsenate 1 55
YILI68w SDLJ 4.5 Déhydratase de L-sérine SGD
YBRO47w 3.4 Protéine localisée dans la mitochondrie SGD
YIRO3Oc DCG] 3.3 Sensible aux catabolites nitrogénés 157
YHR199c 3.2 Protéine localisée dans la mitochondrie SGD
YJRI5Ic DAN-I 2.9 Mannoprotéine SGD
YDL244w THIJ3 2.6 Impliqué dans la biosynthèse du thiamine SGD
YJRI22w CAf]7 2.6 Composant du complexe CCR4 SGD
C5Q
facilitateur. ARR3. codant pour un transporteur darsenite et YCf1. encodant un transporteur ABC
(141). Les résultats des expériences de biopuces montrent également que la surexpression de
Y4F2 régule Fexpression «une famille de déshydrogénases «arvl-alcool (AAD) ainsi que celle
de deux déshydrogénases de NAD(P)H (OYE2 et OYE3). Les gènes impliqués dans la voie du
glutathion GTT2. codant pour une transférase de glutathion et GPX2. codant pour une peroxidase
de glutathion. sont également régulés par Yap2p. De plus. F expression de plusieurs autres gènes
impliqués dans la réponse au stress oxydatif est régulée par la surexpression de Y4P2. On y
retrouve deux gènes codant pour des oxydoréductases potentielles. L)S. qui code pour une
chaperone de la superoxyde dismutase Sodlp. YffB]. encodant la flavohémoglobine et six gènes
codant pour des protéines impliquées dans le transport du fer. Finalement, une cinquième
catégorie a été formée contenant des gènes qui codent pour des protéines ayant des fonctions
diversifiées. Cette catégoroie contient entre autre fRM2. impliqué dans la voie des acides gras.
ARR2. codant pour une réductase d’arsenate et DCGJ. un gène dont l’expression est sensible aux
catabolites azotés.
En résumé. 13% des gènes répondant à la surexpression de Y4P2 encodent des
transporteurs. 23% codent pour des déshydrogénases. 8% codent pour des enzymes impliquées
dans la voie du glutathion et de la thiorédoxine. 18% codent pour des protéines répondant au
stress oxydatif, 15% codent pour des protéines jouant un rôle dans le transport du fer et 23% des
gènes codent pour des protéines ayant des fonctions diverses (fig. 6). Aussi. dix gènes qui ne
sont pas énumérés dans la Table 4. sont des CLO hypothétiques. En plus de son rôle dans la
réponse au stress oxydatif, cette analyse laisse supposer que Yap2p participe au transport du fer à
l’intérieur de la cellule et à la résistance pléiotropique aux composés toxiques. Il semble
également que Yap2p joue un rôle dans la détoxification de l’arsenate par la cellule. Il est
important de noter, à ce point, que les gènes identifiés l’ont été suite à une surexpression forcée
de YAF2. Il faudra vérifier si ces gènes fonctionnent bien en tant que cibles transcriptioimelles de
Yap2p in vivo. Néanmoins, ces résultats sont consistants avec un rôle majeur de Yap2p dans la
réponse au stress oxydatif.
C60
fig. 6 Répartition selon la fonction des protéines codées par les gènes induits par la
surexpression de YAP2. Limportance de chaque catégorie fonctionnelle est représentée par le
pourcentage de gènes présents dans cette catégorie par rapport au nombre total de gènes présentés
àlalable4.
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3.1.4 Validation des résultats par analyse Northern
Par la suite. les résultats des expériences de biopuces ont été confirmés par analyse de
type Northern à l’aide d’ARN totaux extraits des souches Y4P2/p426GPD. vap2Aip426GPD et
YAF2/p426GPD-YAP2. En plus de confirmer les résultats des biopuces. cette expérience a
permis de comparer l’expression des gènes dans les souches YAP2/p426GPD etvap2A’p426GPD.
Cela nous permettait d’observer l’influence de la présence de Yap2p endogène sur l’expression
des gènes testés. Dix gènes ont été testés provenant des différentes catégories fonctionnelles
fLR]. codant pour un transporteur de la famille des facilitateurs. YCfI codant pour un
transporteur ABC, AAD4 et 0YE3 codant pour des déshydrogénases. GP.V2. codant pour une
peroxydase de glutathion. ENBJ. f1T3 et FRE] codant pour des protéines impliquées dans
l’acquisition du fer. fRM2. codant pour une protéine impliquée dans la voie de signalisation des
acides gras et finalement, ARR2 encodant une réductase d’arsenate (fig. 7). Le gène ACTI a été
utilisé comme contrôle de la quantité d’ARN chargé dans les puits et de la qualité du transfert.
Les résultats de cette expérience montrent que l’expression des gènes testés par Northem blot est
fortement induite par la surexpression de Y4P2. confirmant ainsi les expériences des puces à
ADN. Cependant, cette analyse corrobore uniquement de manière qualitative les résultats des
biopuces puisque la quantité d’ARN observée est plus ou moins proportionnelle aux ratios
trouvés par biopuces.
De plus, ces analyses Northern ont apporté d’autres informations. Premièrement, la
moitié des gènes testés ne sont pas exprimés de base (AAD4. ARR2. fLRJ. fRM2 et OYE3) dans
la souche YAP2/p426GPD. Leur expression n’est également pas détectable dans la souche
mutante yap2zX. Cette constatation met l’emphase sur le fait que la délétion de YAP2 ne pourra
pas avoir un effet notable sur l’expression de base de ces gènes. Ces derniers sont donc des
effecteurs potentiels de Yap2p dans le phénotype de résistance au diamide. D’autre part. les cinq
autres gènes testés sont exprimés de base dans la souche Y4P2/p426GPD mais ne répondent pas à
la délétion de YAP2. Cette observation suggère que les voies impliquant une régulation par
Yap2p doivent être activées. Ces derniers résultats, couplés au fait que 95% des gènes trouvés
par biopuces sont régulés à la hausse par la surexpression de YAP2. suggèrent fortement que
Yap2p fonctionne en tant qu’activateur de la transcription et non en tant que répresseur. Aussi,
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Fig. 7 Confirmation par Northern blot de gènes répondant à la surexpression de VAP2.
Les transformants ont été cultivés jusqu’à une DO600 de 1.0. LARN total a été extrait et 20 g
de chaque extrait ont été analysés avec différentes sondes marquées au P32. Le niveau de
Ï’ARNm ACTJ est inclus comme contrôle de la quantité des ARN. Tous les ARN ont été placés
dans la même séquence: 1: 474 1/p426GPD. 2 : 4259/p426GPD. 3 : 474 1/p426GPD-YAP2.
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ces analyses confirment notre choix de souches pour Fexpérience des biopuces. De fait. si
Fexpérience avait été de comparer Fexpression globale des gènes entre la souche sauvage et celle
contenant une délétion de L4F2. le changement «expression de ces dix gènes naurait pas été
détecté.
3.2 Caractérisation fonctionnelle des cibles de Yap2p dans la résistance aux oxydants
Afin de déterminer si les phénotypes de résistance conférés par la surexpression de FAF.?
sont causés par certains gènes trouvés par les biopuces. des tests de résistance aux oxydants ont
été effectués. Trois gènes ont été choisis pour plusieurs raisons. Dune part. fR.’I.? a été
sélectionné puisqu’il est un des gènes les plus induits suite à la surexpression de L4F.?. Dautre
part, son caractère unique a incité son choix puisque «est la première fois quon observe quun
facteur Yap pourrait réguler un gène impliqué dans le métabolisme des acides gras. fLRI a aussi
été sélectionné puisque la protéine FlrIp confère la résistance à plusieurs composés toxiques tels
le fluconazole, le bénomyle et le méthotrexate et est connue comme étant une cible de Yaplp
(1 ;16). f inalement. nous avons choisi YCfJ étant donné sa contribution à la résistance au
cadmium clairement définie et son expression qui est régulée par Yaplp (41:142). De plus. Flrlp
et Ycflp semblent impliquées conjointement dans la résistance à la diazorine et à la cérulénine
(69;107). Bref ces trois gènes apparaissent de bons candidats en tant queffecteurs potentiels de
Yap2p. Pour vérifier cette possibilité, les souches frm2A, fir]A et ycf]A ont été transformées
avec le vecteur surexprimant YAP2 (p426GPD-YAF2) ou le vecteur vide (p426GPD) comme
contrôle et la capacité des transformants à résister aux effets du cadmium ou du diamide a été
examinée par tests de résistance sur gélose (fig. 8). Les souches Y4?2/p426GPD et
Y4P2Ip426GPD-YAF2 ont été utilisées comme contrôle puisquils reproduisent les phénotypes
connus pour Yap2p (fig. 53).
Pour ce qui est du test de résistance au cadmium, les souches contrôles reproduisent le
phénotype connu soit une croissance plus importante chez la souche YAP2/p426GPD-L4P2 par
rapport à la souche YAF2/p426GPD. Ces deux même phénotypes ont été observés chez les paires
de souchesfrrn2&p426GPD etfrm2zVp426GPD-YAF2 etfir]zVp426GPD etfirlAIp426GPD-
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Fig. 8 Tests de l’habileté de gènes répondant à la surexpression de VAP2 à conférer la
résistance à certains oxydants. Les transformants ont été cultivés toute la nuit et ont été
resuspendus à une DO600 de 0,1. Trois microlitres de dilutions successives un dans cinq ont été
déposés sur des pétris ne contenant pas d’oxydant (SD-ura) ou contenant du sulfate de cadmium
(CdSO4) ou du diamide (DA). Les pétris ont été incubés 3 jours à 30°C.
C
C
o
Y
A
P2
/p
42
6G
PD
Y
A
P2
/p
42
6G
PD
-Y
AP
2
fr
m
2A
/p
42
6G
PD
fr
m
2A
/p
42
6G
PD
-Y
AP
2
ftr
]A
/p
42
6G
PD
flr
]A
Ip
42
6G
PD
-Y
AP
2
yc
fl
N
p4
26
G
PD
yc
f]
A
/p
42
6G
PD
-Y
AP
2
SD
-u
ra
Cd
SO
4
(15
tM
)
D
A
(2,
5
m
M
)
68
YAP2. montrant que fKAI2 et fLR] ne sont pas impliqués dans la résistance au cadmium
engendrée par la surexpression de Y4P2. Cependant. une importante diminution de croissance de
la souche ycflA/p426GPD-Y4P2 par rapport à la souche contrôle a été observée. signifiant que la
surexpression de YAF2 dans la souche ycf]A ne reproduit pas le niveau de résistance observé chez
la souche Y4F2/p426GPD-Y4F2. Ce résultat indique que Ycflp est l’effecteur majeur de Yap2p
dans la résistance au cadmium engendrée par la surexpression de Y4F.?.
En ce qui concerne la résistance au diamide. les souches contrôles reproduisent le
phénotype connu c’est-à-dire que la souche surexprimant Y4F2 poussent sur un milieu contenant
du diamide alors que la souche sauvage est incapable de croître en présence de diarnide. En
premier lieu, la souche ycf]A!p426GPD-YAP2 se comporte de manière semblable à la souche
contrôle. indiquant que YCfJ n’est pas impliqué dans la résistance au diamide conférée par
Yap2p. Toutefois, les souches flr]A et frrn2A surexprimant YAP2 poussent moins bien que la
souche contrôle surexprimant Y4F2. démontrant que ces deux gènes jouent un rôle dans la
résistance au diamide causée par la surexpression de L4F2. Par contre. les souches
C flr]A]p426GPD-YAP2 etfrrn2zVp426GPD-YAP2 montrent une croissance résiduelle en présencede diamide. Il se peut que la croissance résiduelle observée soit due à la présence de fRA12 dans
la soucheflr]AJp426GPD-Y4P2 et vice versa. Aussi, cette croissance implique peut-être l’action
d’autres gènes. En résumé. ces tests de résistance aux oxydant démontrent que YCf]. FLR] et
FRM2 sont des effecteurs de Yap2p dans la résistance aux oxydants conférée par la surexpression
de YAF2.
3.3 Étude des mécanismes de régulation transcriptionnelle de fRM2 par Yap2p
3.3.] Choix du gène fRM2
En dernier lieu, l’étude des mécanismes de régulation transcriptionnelle de Yap2p a été
effectuée. Afin de connaître les éléments nécessaires à l’induction de l’expression des gènes par
Yap2p, l’analyse de la régulation de fRM2 par Yap2p a été réalisée. fRM2 est un gène très
fortement induit identifié par l’expérience des biopuces et est impliqué dans la résistance au
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diamide conférée par la surexpression de Y4P2 (Table 4 et fig. 8). De plus. la fonction de frm2p
nest pas bien connue. Il a été démontré que le gène fRM2 joue un rôle dans la voie de
signalisation des acides gras mais sa fonction précise dans cette voie nest pas connue. De fait. il
a été observé qu’en présence dacide gras. une mutation dans le gène fRM2 permet F expression
de la transcription du promoteur OLE] fusionné au gène rapporteur LacZ ($7). Aussi. une étude
globale utilisant la technique des deux hybrides a montré que Frm2p sassocie à Arelp. une
acyftransférase dacvl-CoA-stérol (63). Une autre étude OEexpression globale a déterminé que
fRM2 est induit par un traitement au 3-amino-triazole 100 mM pendant 1 heure (101). Il était
donc intéressant de caractériser le lien entre le gène fRM2 et un régulateur répondant au stress
oxydatif. Conséquemment. tous ces éléments faisaient de FRM2 un gène de choix pour F étude
de la régulation par Yap2p.
3.3.2 Caractérisation de la régulation de / ‘expression du gène fRM2 par I ‘ap2p
Étant donné que fRM2 est un effecteur de Yap2p dans la résistance au diamide. nous
avons voulu déterminer si l’expression de fRM2 est induite suite à une exposition au diamide et,
si tel est le cas, si la présence de YAP2 est requise pour cette induction. Les cellules sauvage.
yap]A et yap2A ont été traitées ou non au diamide (2,5 mM) pendant J heure et l’ARN total a été
extrait. Une analyse de type Northem a été effectuée avec ces ARN (fig. 9A). Les souches non
traitées ne montrent aucune expression de FRM2, tel qu’attendu (fig. 7). Un traitement au
diamide induit fortement l’expression de fRM2 dans la souche sauvage, montrant que
l’expression de fRM2 est régulée par le diamide. Cette induction est diminuée dans la souche
yap]A, suggérant que YAP] participe à cette régulation. De plus, l’induction de l’expression de
fRM2 par le diamide est fortement diminuée dans une souche yap2A exposée au diamide,
signifiant que la protéine Yap2p endogène est un régulateur important de l’expression de FRM2
en réponse au stress oxydatif causée par le diamide et ce, in vivo.
Par la suite, l’induction de l’expression de fRM2 par Yap2p et Yaplp a été comparée.
Pour ce faire, les cellules sauvages ont été transformées avec le vecteur vide (p426ADH) ou les
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Fig. 9 Analyse par Northern blot de la régulation de fRM2 par YAP2.
A) Les souches sauvage, yap]A et yap2A ont été cultivées jusquà une DO600 de I 0 et ont été
traitées au diamide 2.i mM pendant 1 heure. L’ARN total a été extrait et 20 tg ont été analysés
par Northem blot avec une sonde fRM2-P32. Le niveau de FARNm de FACT] est inclus comme
contrôle de la quantité des ARN. B) Les transformants ont poussé jusquà une DO600 de 1.0.
LARN total a été extrait et 20 ag ont été analysés avec différentes sondes marquées au P32. Le
niveau de l’ARNm de l’ACTl est inclus comme contrôle de la quantité des ARN.
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vecteurs muticopies surexprimant YAFJ (p426ADH-YAFJ) ou YAP2 (p426ADH-YAP2) et
Faptimde de ces transformants à induire F expression de fRA12 a été analysée par Northem blot.
Les panneaux I et 2 ont permis de mesurer le niveau de surexpression de Y1P1 et Y4P2 et
de conclure que ce niveau est similaire lorsque normalisé par rapport au niveau dexpression du
gène contrôle ACTJ (fig. 93). Par contre. ce niveau dexpression représente celui de 1ARN. On
ne connaît donc pas la quantité de protéines Yaplp et Yap2p traduites. Néanmoins, ces souches
sont adéquates pour comparer le niveau dinduction de fRII2 par Yaplp et Yap2p. À cet effet.
l’expression de fRM2 est beaucoup plus forte dans la souche qui surexprime L1P2
comparativement à celle où Y4F] est surexprimé. Pris dans l’ensemble. ces résultats montrent
clairement que l’expression de fRM2 est induite par Yaplp et Yap2p mais que son expression est
régulée plus fortement par Yap2p.
3.3.3 Régulation du promoteur fRM2 par Yap2p
Le mécanisme de régulation du gène fRM2 par Yap2p a été étudié. Nous avons testé
l’hypothèse selon laquelle Yap2p régule l’expression de ses cibles au niveau de leur promoteur.
Premièrement, la présence des sites de liaison YRE de Yaplp (TTAGTAA, TIAGICA.
TGACTAA. (103)) ou de la séquence consensus de liaison des facteurs de transcription API
(TGACTCA) a été recherchée dans le promoteur fRM2. À première vue, le promoteur fRM2 ne
contient pas d’éléments de régulation connus. Cependant, nous avons identifié 5 YRE atypiques
dans lesquels une base est différente des séquences connues et nous les avons nommés YRE I à
5, le YRE1 étant celui situé le plus près du site d’initiation de la traduction (fig. IOA). Des
délétions séquentielles du promoteur fRM2 en fusion avec le gène rapporteur LacZ ont alors été
construites afin d’identifier les séquences cis impliquées dans la régulation de fRM2 par Yap2p.
La souche sauvage BY4741 a été transformée avec un vecteur contenant les délétions du
promoteur fusionnées au gène LacZ, conjointement avec le vecteur surexprimant YAP2
(p425GPD-YAP2) et des essais )3-galactosidase Ont été effectués. Pour chaque construction, deux
clones ont été testés en duplicata lors de trois expériences indépendantes.
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Fig. 10 Détermination du site de régulation du promoteur fRM2 par Yap2p.
A) Analyse de la séquence du promoteur fRM2. Les encadrés représentent les YRE atypiques
identifiés où la base divergente est en caractère gras. La séquence soulignée montre la boîte
TATA alors que la flèche représente le site d’initiation de la traduction. B) Des plasmides
contenant des délétions séquentielles du promoteur fRM2 fusionnées au gène rapporteur LacZ
ont été transformés en parallèle avec le vecteur vide (p425GPD. contrôle négatif) ou le vecteur
surexprimant Y4F2 (p425GPD-Y4P2) dans la souche BY474 1. Les transformants ont poussé
jusqu’à une DO600 de ,O. Les protéines ont été extraites et les essais -gaIactosidases ont été
réalisés lors de trois expériences indépendantes sur deux clones pour chaque construction, chacun
en duplicata. L’activité 3-galactosidases est exprimée en unités d’o-nitrophénol
formées/minute/mg de protéines utilisées. Les étoiles représentent les YRE atypiques identifiés et
les X montrent les YRE mutés.
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CTTCTITTATATTTATTCATTTTTGTACTTCTGTTTTGTAGTAATAGCATACGTGTAATGATAGACGATTTTCAT
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YRE1
-259 -215
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En premier lieu, une forte activité 3-galactosidase est détectée lorsque le promoteur pleine
longueur est exprimé conjointement avec le vecteur surexprimant L4F2 (fig. lOB). Sans la
surexpression de Y4P2. aucune activité nest décelable. ce qui est consistant avec le fait que
fRM2 n’est pas exprimé de base et démontre également que F activité f3-galactosidase est causée
par la surexpression de Y4F2 (fig. 7 et fig. 9). En plus. ce résultat montre bien que Yap2p régule
Fexpression de fRM2 via sa région promotrice. Deuxièmement, une activité semblable à celle
induite par le promoteur pleine longueur a été observée chez le transformant 4741/-433
fRM2P/Y4P2t. indiquant que les séquences situées entre les positions —853 et —433 ne sont pas
requises à la régulation de fRM2 par Yap2p. Ce résultat élimine les YRE4 et YRE5 comme sites
de liaison potentiels pour Yap2p. Par la suite. une baisse d’activité (19%) du transformant 4741/-
301 fRM2P/YAP2t a été décelée, ce qui suggère la présence dun élément de régulation entre les
positions —433 et —301 dans le promoteur. Cependant. cet élément ne représenterait pas un
élément majeur. Une chute drastique de l’activité f3-galactosidase du transformant 4741/-258
fRM2P/YAP2t par rapport au pleine longueur a été constatée. Cette baisse est de l’ordre de 93%
et signifie qu’un ou des élément (s) important (s) de régulation du promoteur fRM2 par Yap2p se
situe entre les positions -301 et -258 pb. Cette section du promoteur contient deux YRE
potentiels. Finalement, une légère baisse d’activité a été décelée chez le transformant 4741/-215
fRM2P/YAP2t par rapport au transformant précédent, précisant que les séquences situées entre
les positions —258 et —1 ont un rôle mineur dans la régulation de fRM2 par Yap2p.
Pour déterminer l’importance de chacun des deux YRE potentiels situés entre les positions
—301 et -258. la mutagénèse de ces YRE a été exécutée. Cet objectif a été atteint en modifiant
quatre des 7 bases potentiellement importantes dans le YRE et en les remplaçant par CTAG.
Cette modification a déjà été employée pour altérer des motifs d’ADN où les séquences
régulatrices du promoteur fLRJ par Yap lp ont été démontrées (103). La séquence du YRE I
TTATTAA a donc été modifiée pour TCTAGAA et nommée mutation 1 (mut.1) alors que la
séquence du YRE2 TTACTTG est devenue TCTAGTG et appelée mutation 2 (mut. 2). Une
baisse d’activité de 28% a été mesurée chez le transformant 4741/-301 mut.2 fRM2P/YAP2t
comparativement à la souche sauvage 4741/-301 FRM2P/Y4P2t. Cependant. la chute la plus
radicale a été observée chez le transformant 4741/-301 mut.1 fRM2P/YAP2t où la baisseO d’activité est de l’ordre de 94% comparativement à la souche sauvage 4741/-301 FRM2P/YAP2t.
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Ce résultat montre que le YRE1 TTATTAA est un élément de régulation indispensable de fR.lf.?
par Yap2p et que le YRE2 TIACTTG est aussi impliqué mais joue un rôle mineur. Par
conséquent. la séquence TTAYTAA représente une nouvelle séquence YRE pour une protéine
Yap.
3.3.4 Étude de la liaison de Yap2p au promoteur fRM2
3.3.4.1 Approche expémentale
L’étude de la liaison de Yap2p au promoteur fRM2 a été étudiée in vivo. Pour atteindre
cet objectif, une expérience cf imrnunoprécipitation de la chromatine a été réalisée (78). Le
principe de cette expérience est l’immunoprécipitation d’un facteur de transcription lié au
promoteur de ses cibles transcriptionnelles. Premièrement, un épitope doit être intégré en amont
ou en aval du CLO du facteur de transcription à tester. ce qui permettra l’immunoprécipitation.
Par la suite, les cellules contenant ou non un épitope sont cultivées dans les conditions favorisant
l’induction de l’expression des cibles du facteur de transcription. Ces conditions sous-entendent
donc que le facteur de transcription devra se lier au promoteur de ses cibles afin d’activer leur
transcription. Les complexes ADN-protéines sont fixés à l’aide du formaldéhyde et liés à des
billes, qui sont elles-même liées à des IgG. Les cellules sont brisées par lyse et la chromatine est
fragmentée par sonication. Les complexes composés de 300 à 400 pb d’ADN liés au facteur de
transcription-billes-IgG sont immunoprécipités par l’anticorps correspondant à l’épitope du
facteur de transcription. Ces complexes sont par la suite lavés et le pontage est éliminé à l’aide
du SDS. L’ARN et les protéines sont dégradés par la Rnase et la protéinase K et l’ADN est
récupéré. Finalement, des réactions de PCR sont réalisées en utilisant des oligonucléotides
s’hybridant à une section du promoteur testé. Une deuxième paire d’oÏigonucléotides est utilisée,
correspondant à une partie d’un promoteur contrôle prédit comme n’étant pas sous le contrôle de
notre facteur de transcription.
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3.3.4.2 Construction et caractérisation de la souche Y4F2-MYC
Afin d’effectuer des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine. un épitope
MYC a été intégré au niveau de la région C-terminale du gène Y4P2 endogène. Le vecteur
pMPY-3xMYC a servi à la construction «une cassette contenant des séquences provenant de la
région C-terminale et 3’ non transcrite du gène YAP2 et permettant la recombinaison au locus
Y4F2. La sélection des intégrants a été faite grâce au marqueur UK43 ((121). fig. I lA i).
L’ADN des recombinants a été extrait et l’exactitude de l’intégration au locus a été vérifiée par
PCR (fig. 1 lA ii, voir section 2.7). Un oligonucléotide se lie à une région C-terminale de Y4F2
et l’autre à la région non-codante 3’ (Table 3). Comme la cassette mesure environ 1.2 kb. un
transformant ayant intégré la cassette au bon endroit présentera un fragment de PCR «environ 2
kb (fig. 1 lB). Trois des huit clones testés avaient bien intégré la cassette, incluant le clone L4P2-
MYC # 4. Par la suite. le marqueur de sélection ainsi que la deuxième étiquette MYC ont été
excisés à l’aide de l’acide 5-fluoro-orotique (fig. lIA iii). Encore une fois. l’ADN des
transformants a été extrait et Fexactitude de l’excision a été vérifiée par PCR. Un transformant
G ayant excisé le marqueur et l’étiquette correctement produira un fragment de PCR d’environ 750pb (fig. Y1C). Les deux transformants lestés avaient bien excisé la cassette.
La caractérisation des deux clones ayant bien excisé la cassette a débuté par une analyse
Western blot afin de vérifier si la protéine de fusion Yap2p-Myc était bien exprimée. Pour ce
faire, les cellules ont été cultivées toute la nuit et les protéines totales ont été extraites par la
méthode des billes de verre (voir section 2.7.1). 24 tl d’extraits protéiques ont été migrés sur un
gel SDS-PAGE. Les protéines ont été transférées sur une membrane Bio-Rad et celle-ci a été
incubée dans une solution d’hybridation TBS-T contenant une dilution 1/300 de l’anticorps MYC
9E10 (Santa Cruz Biotech) et la révélation a été effectuée par l’ECI-Plus (Qiagen). De fait, une
protéine d’environ 53 kD a été décelée chez les deux clones ayant bien excisés le marqueur et une
étiquette, poids moléculaire prédit de la protéine Yap2p-Myc ((410 acides aminés Yap2p + 35
acides aminés Myc) * 118.9 Da = 53 kDA, fig. I 2A). Par la suite, la capacité de ces deux clones
à résister au cadmium a été examinée. De cette manière, on vérifiait si l’épitope Myc influençait
la fonction de Yap2p. La souche contrôle yap2&p426GPD est sensible au cadmium
comparativement à la souche YAP2-p426GPD-YAF2, signifiant que le test est fonctionnel (fig.
7$
fig. 11 Description des étapes ayant servi à la construction de la souche Y4P2-MYC.
A) Schématisation de l’intégration dune étiquette MEC au locus L4F2. j) Une cassette
contenant le marqueur de sélection URA3. deux étiquettes MYC et des séquences provenant du
locus YAF2, a été utilisée pour la construction de la souche YAF2-MYC. Les barres verticales
représentent un événement de recombinaison. ii) L’intégration par recombinaison de cette
cassette a été vérifiée par PCR où un fragment de 2 kb était obtenu si l’intégration était juste. iii)
La présence d’acide 5-fluoro-orotique dans le milieu de croissance permet de sélectionner
l’excision du marqueur URA3 et du deuxième MEC. Un fragment de 750 pb était obtenu par
PCR si Fexcision s’était bien effectuée. —* : représente l’emplacement des oligonucléotides
utilisés pour les réactions de PCR. B) Confirmation de l’intégration par PCR. Ligne 1:
marqueur de poids moléculaire 1 kb; ligne 2 : le clone Y4P2-MYC # 4 ayant intégré la cassette au
locus YAP2 produit un fragment de 2 kb. C) Confirmation de l’excision par PCR. Ligne I
marqueur de poids moléculaire 1 kb: lignes 2 et 3 les clones L4P2-MYC # 4-l et Y4P2-MYC #
4-2 ont bien excisé la cassette et produisent un fragment de 750 pb.
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Fig. 12 Caractérisation des souches YAP2-MVC # 4-1 et YAP2-MYC # 4-2. A)
Reconnaissance de l’étiquette Myc. Les transformants ont poussé toute la nuit et les protéines
totales ont été extraites. Une analyse de type Western blot a été réalisée à Faide d’un anticorps
anti-Myc. Une protéine d’environ 53 kD a été détectée, tel qu’attendu. kD : kiloDalton B) Test
de résistance au cadmium. Les transformarns ont poussé toute la nuit et ont été resuspendus à une
DO600 de 0,1. Trois microlitres de dilutions successives un cinquième ont été déposés sur des
pétris ne contenant pas d’oxydant (YPD) ou contenant du sulfate de cadmium (CdSO4).
oA
)
55
kD
-
o
B) Y
A
P2
/p
42
6G
PD
-Y
AF
2
ya
p2
A
/p
42
6G
PD
Y
A
F2
-M
Y
C
#
4-
1
Y
A
P2
-M
Y
C
#
4-
2
—
m
Y
ap
2p
-M
yc
A
nt
i-M
yc
Y
PD
C
d$
04
(15
jiM
)
0
0
-
k
$2
12B). Les souches YAF2-MYC # 4-1 et Y4F2-MYC # 4-2 ont une croissance plus importante que
celle de la souche ap2A/p426GPD. montrant que Fétiquene Mvc naffecte pas la fonction de
Yap2p. Ces souches peuvent donc être utilisées pour des expériences cïimrnunoprécipitation de
la chromatine.
3.3.4.3 Liaison de Yap2p au promoteur fRM2 in vivo
Les souches sauvage non étiquettée et étiquettée }AP2-MYC # 4-l ont été traitées ou non
au diamide 15 mM pendant 1 heure et l’immunoprécipitation de la chromatine a été faite par un
anticorps Myc, tel que décrit à la section 2.8. Tout d’abord, le niveau de saturation des réactifs a
été évalué par un premier PCR. Pour ce faire. l’ADN purifié à partir de l’extrait cellulaire total
provenant de la souche étiquettée et traitée au diamide a été dilué 1:10. 1:20. 1:40. 1:80. 1:120 et
utilisé comme gabarit. Deux paires d’oligonucléotides ont été utilisées. La première paire
s’hybride à une section du promoteur du gène SPS4 et fournit un fragment contrôle de 203 pb
(Table 3). Ce promoteur a été choisit car il ne devrait pas être immunprécipité par Yap2p-Myc.
La deuxième paire se lie à une partie du promoteur fRM2 et produit un fragment de 217 pb. Ce
fragment contient les deux YRE décrits à la section 3.3.3. Bref, ce PCR a permis de noter un
enrichissement préférentiel de ces deux bandes et ce. proportionnellement à l’augmentation de la
quantité d’extraits cellulaires totaux (fig. 13A). Cette observation montre que la réaction de PCR
n’est pas saturée et que les réactifs sont en quantités suffisantes. Cela signifie également que les
résultats de l’immunoprécipitation de la chromatine observés plus tard seront à leur pleine
potentialité, c’est-à-dire qu’ils pourront être quantifiés.
Pour la deuxième série de PCR. tous les extraits cellulaires totaux ont été dilués à la
dilution 1:40, qui permet de bien évaluer la quantité de la bande contrôle et I iil de cette dilution
a été employé pour le PCR. Enfin, 2 .d de l’ADN immunoprécipité ont été utilisés pour le PCR.
La souche sans épitope sert de mesure de bruit de fond de l’expérience et ne montre aucun
enrichissement de la bande représentant le promoteur fRM2 pour une quantité équivalente de la
bande contrôle représentant le promoteur SPS4 (fig. 133, lignes I à 4). Dans la souche étiquettée
mais non traitée au diamide, un faible enrichissement (environ deux fois) de la bande de 217 pb a
été observé par rapport à une quantité équivalente de bande contrôle, suggérant que Yap2p n’est
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Fig. 13 Immunoprécipitation du promoteur fRM2 par Yap2p-Myc.
Des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine ont été réalisées à Faide des souches
sauvages et étiquettées YAP2-MYC traitées ou non au diamide 2.5 mM pendant I heure. A) Des
réactions de PCR ont été réalisées avec des quantités décroissantes dextrait cellulaire total de la
souche étiquettée et traitée au diamide. en utilisant des oligonucléotides spécifiques pour le
promoteur fRM2 (FRM2P) et SPS4 (SFS1P, contrôle). B) Des réactions de PCR ont été
réalisées avec 2 d d’ADN immunoprécipité ou d’une dilution 1 :40 des extraits cellulaires totaux
en utilisant les même oligonucléotides que ceux décrit en A). NT : non traité. DA : traitement au
diamide, E : extrait cellulaire total, I : ADN immonuprécipité.
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liée que faiblement au promoteur fRM2 sans stress oxydatif (fig. 133. lignes 5 et 6). Cependant.
un enrichissement de presque six fois de la bande représentant la section du promoteur FRM.r
dans la souche étiquenée et traitée au diamide a été noté, démontrant que Yap2p régule fRM.? en
réponse au diamide par sa région promotrice et ce, in vivo (fig. 133. lignes 7 et 8). En somme.
ces résultats démontrent que la présence de diamide provoque la liaison de Yap2p au promoteur
fRM2 in vivo.
3.4 Effet de l’acide oléique sur la régulation de Frm2p et Yap2p sur le gène OLE]
Tel que mentionné précédemment, fRM2 a été identifié par une mutation dans sa
séquence nucléotidique qui permet l’expression du promoteur OLE] fusionné au gène LacZ et ce.
en présence d’acide gras ($7). Olelp est une protéine essentielle qui agit en tant que désaturase
d’acide gras A-9. La transcription d’OLE] est réprimée entre autre par la présence d’acide gras
insaturé tel l’acide oléique. Ce dernier est un acide gras insaturé en position 9 et sa désaturation
s’effectue par l’action d’Olelp ($6). Afin de déterminer si Yap2p joue un rôle dans la régulation
de l’expression d’OLEJ. une analyse par Northern des souches sauvages. frrn2A et iap2A traitées
ou non avec de l’acide oléique 0.2% pendant 6 heures ou 18 heures a été exécutée (fig.14).
D’après ce qui est connu, des cellules frm2A traitées à l’acide oléique ne devraient pas être en
mesure de réprimer la transcription dOLE] ($7). Les cellules non traitées (lignes 1. 2. 3 et 7. 8.
9) répondent tel qu’attendu, c’est-à-dire que le transcrit OLE] est fortement exprimé dans les trois
souches puisque la présence de la protéine est essentielle à la désaturation des acides gras saturés.
Lorsque les cellules sont traitées pendant 6 heures à l’acide oléique. l’expression d’OLEI est
presque nulle dans les trois souches comparativement à celle observée dans les souches non
traitées (comparer lignes 4. 5, 6 aux lignes 1. 2. 3). Ce résultat confirme que le traitement à
l’acide oléique imposé fonctionne puisqu’il bloque l’expression d’OLE].
Par contre, lors du traitement de 1$ heures, les phénotypes obtenus diffèrent entre les
souches. Dans la souche sauvage traitée pendant 1$ heures, l’expression d’OLE] est réprimée, tel
qu’attendu (comparer ligne 10 à la ligne 7). Cependant. chez les souches frrn2A et yap2A, un
traitement à l’acide oléique de 18 heures a pour effet de permettre l’expression d’OLE] à un
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Fig. 14 Analyse par Northern blot de la régulation du gène OLE] par fRM2 et VAP2 suite
à un traitement à l’acide oléique. Les souches sauvage. frm2A et i’ap2A ont poussé jusqu’à une
DO600 de 1.0 et ont été traitées avec de l’acide oléique 0.2% pendant 6 heures ou 18 heures.
L’ARN total a été extrait et 20 tg ont été analysés par Northem blot avec une sonde OLE]-?32.
Le niveau de 1’ARNm de 1’ACT] est inclus comme contrôle de la quantité des ARN.
$7
6h 18h
I I I I
non traitées acide oléique non traitées acide oléique
il I I II Ï
1Ci
t..
.•ii•.œ
o
Q
y:Ç ç’
OLE]
A CTJ
1 2 3 4 5 6 7 $ 9 10 11 12
8$
niveau équivalent à celui des cellules non traitées (comparer ligne ii à la ligne $ et la ligne 12 à
la ligne 9). En ce qui concerne la souche frm2A. le résultat reflète le phénotvpe connu et
confirme Fimplication de fRM2 dans la voie de signalisation des acides gras (87). Pour ce qui
est du phénotype observé chez la souche yap2z\. ce résultat suggère une implication de Yap2p
dans la régulation UOLE]. possiblement via sa régulation de fRM2. Le fait que la dérépression
de lexpression d’OLE] dans les souchesfrrn2A et vap2A ait lieu après 1$ heures de traitement et
non 6 heures suggère que cette régulation nest pas directe ou demande la transcription et la
traduction des protéines impliquées dans la régulation (voir discussion. section 4.2.4).
CHAPITRE 4: DISCUSSION
4.1 Identification et caractérisation du régulon Yap2p
4.1. 1 Identification de tous les gènes répondant à la sztrexpression de L1P? hiopuces
4.1.1.1 Choix de l’approche expérimentale
Il était connu depuis une dizaine d’années que la surexpression de L4P2 confère la
résistance au cadmium et au 1.10-phénantroline. indiquant que ce facteur de transcription est
important dans la réponse au stress oxydatif(11;53). Cependant. les cibles responsables de ces
phénotypes n’étaient pas identifiées. Nous avons entrepris de répondre à cette question en
choisissant la technologie des biopuces qui permet d’observer les variations dexpression de
l’ensemble du génome en réponse à différentes conditions expérimentales (exemple la
surexpression ou la délétion d’un régulateur, exposition des cellules à un stress ou à des agents
toxiques etc). Une approche de biopuces a déjà été employée pour Y4P]. le plus proche
homologue de YAF2. afin de prédire ses cibles, et ce. en utilisant un vecteur muticopies
surexprimant YAP] (30). Tel que mentionné précédemment. Yaplp s’accumule au noyau en
réponse au stress oxydatif. lui permettant d’activer ses cibles transcriptionnelles. Cette
accumulation est due à l’incapacité de l’exportine Crmlp à se lier à Yaplp oxydée et à l’exporter
du noyau au cytoplasme (voir section 1.4.2.3). Les séquences responsables de cette accumulation
sont situées dans la région C-terminale de Yaplp, plus précisément dans les deux CRD (fig.3).
La surexpression de Yaplp a pour effet de reproduire une réponse au stress oxydatif. En effet, en
condition de surexpression, une très grande quantité de protéines Yap lp est présente dans le
noyau. L’export fait par Crmlp est insuffisant par rapport à la quantité de protéines à exporter,
causant ainsi l’accumulation du facteur au noyau. Plusieurs gènes découverts par biopuces suite à
la surexpression de YAFJ se sont révélés des cibles transcriptionnelles de Yaplp in vivo (30).
Un alignement de séquences montre que le domaine régulant la localisation nucléaire de
Yaplp au noyau est très homologue avec la région correspondante chez Yap2p (fig. 15). De plus,
les cystéines responsables de l’accumulation nucléaire de Yaplp en réponse à certains oxydants
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fig. 15 Alignement de séquences protéiques du C-CRD de Yaplp et Yap2p. Les séquences
ont été transférées dans le programme Emboss afin de procéder à lalignement. Les barres
verticales représentent les acides aminés identiques. Les acides aminés en rouge indiquent la
séquence OEexport nucléaire.
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tels le diamide et le cadmium sont conservées chez Yap2p. Nous avons donc émis l’hypothèse
que Yap2p pourrait être régulée de la même façon que Yaplp en réponse à un stress oxvdatif
Nous avons choisi d’utiliser une approche semblable à L4P]. en surexprimant ).1P’.
Pour y arriver, la souche sauvage BY4741 a été transformée avec le vecteur p42ÔGPD ou
p426GPD-Y4F2 qui surexprime L4F2 de façon constitutive. Les résultats obtenus sont donc
l’effet de la surexpression de Y4F2 sur l’expression des gènes. La souche BY4741 a été
sélectiormée car le projet de délétion systématique de tous les gènes a été réalisé dans cette
souche, ce qui permet d’effectuer des études fonctionnelles rapidement. De plus. elle est une
proche parente de la souche ayant servi au séquençage du génome de S. cerevisiac
(http://www.yeastgenome.org). Toutefois, il est important de noter que les résultats obtenus par
l’approche des biopuces sont la conséquence d’une surexpression forcée de la protéine Yap2p et
qu’ils ne représentent peut-être pas parfaitement la réalité. Par exemple. il se peut qu’une trop
grande quantité de Yap2p dans le noyau entraîne sa liaison à des promoteurs de manière peu ou
pas spécifique. Dans ce cas, les gènes identifiés ne seraient pas des cibles transcriptionnelles de
Yap2p in vivo, Aussi, tel que mentionné précédemment. le stress oxydatif entraîne des
modifications post-traductionnelles de la protéine Yaplp (75). Une surexpression forcée
n’entraîne pas ces modifications, ce qui peut donc influencer les résultats. Finalement, une
surexpression constitutive peut entraîner la régulation de cibles secondaires qui seraient le résultat
d’une adaptation de la cellule, Une approche alternative palliant à ce problème aurait été de
cloner ce gène sous le contrôle d’un promoteur inductible tel le promoteur du gène GALJO. De
cette manière, notre facteur de transcription serait exprimé fortement que pour une courte période
de temps et la cellule n’aurait pas à s’adapter à une quantité massive du facteur. Néanmoins,
plusieurs évidences suggèrent que les gènes trouvés sont des cibles de Yap2p. Premièrement, les
gènes obtenus peuvent être regroupés en catégories fonctionnelles, la plupart impliquées dans la
réponse au stress oxydatif, ce qui est en accord avec la fonction prédite de Yap2p dans la cellule.
De plus, j’ai montré que l’expression d’un des gènes identifiés par les biopuces. fRM2. est
induite en réponse à un traitement au diamide et cette induction est fortement dépendante de la
présence de )‘AF2, ce qui montre bien que Yap2p régule fRM2 in vivo (fig. 9). 11 y a donc fort à
parier que les autres gènes identifiés par les biopuces sont également des cibles véritables de
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4.1.1.2 Implication de Yap2p dans la résistance au diamide
Les souches utilisées pour les biopuces ont également servi à effectuer des tests de
résistance aux oxydants. En plus de confirmer les phénotypes de résistance connus pour Yap2p.
ces tests m’ont permis de montrer que la surexpression de YAP2 confère également la résistance à
un autre agent oxydant. soit le diamide (fig. 5). Ce résultat allonge la liste des agents oxydants
auxquels la surexpression de YAF2 confère la résistance et laisse supposer un rôle encore plus
important de Yap2p dans la réponse au stress oxydatif chez la levure. Après Fanalvse de ce
résultat. il est apparent que si la surexpression de Y4F2 provoque la résistance à un oxydant. sa
délétion n’entraînera pas nécessairement un phénotype d’hypersensibilité à ce même oxydant. En
effet. la surexpression de YAP2 confère la résistance au diamide alors que sa délétion ne cause
pas l’hypersensibilité à cet oxydant. comparativement à la souche sauvage. On peut donc penser
que les effecteurs responsables de cette résistance ne sont pas exprimés à un niveau de base. Cela
expliquerait pourquoi l’absence de Yap2p ne cause pas l’hypersensibilité au diamide. Une forte
induction de l’expression de ces effecteurs. causée par la surexpression de L4P2. est nécessaire
pour observer leur effet. Dans le cas du cadmium et du 1,1 0-phénantroline. une souche vap2A est
hypersensible alors qu’une souche surexprimant YAP2 amène la résistance. Le ou les gènes
responsables de ces phénotypes sont exprimés de base et sous le contrôle de Yap2p. Il se peut
aussi que les cibles de Yap2p conférant l’hypersensibilité et la résistance à un oxydant ne soient
pas nécessairement les mêmes.
Par ailleurs, la résistance au diamide et au cadmium causée par la surexpression de YAP2
peut ne pas être surprenante. On sait déjà que deux centres de réduction différents contrôlent
l’activité de Yaplp en réponse à un traitement au H202 et au diamide (5;140). En effet, les
cystéines 598. 620 et 629 de Yaplp sont oxydées par les agents réagissant avec les groupements
thiols, comme le diamide et le cadmium alors que les cystéines 303 et 598 sont impliquées dans
la régulation de Yaplp par le I1202 (5:136). Un alignement de séquences du C-CRD de Yaplp et
Yap2p montre que les cystéines 598, 620 et 629 de Yaplp ont leurs homologues chez Yap2p (fig.
15 et (75)). De plus. un alignement de séquence du N-CRD de Yaplp et Yap2p démontre que la
cystéine 303 n’est pas conservée chez Yap2p (résultat non présenté). Comme Yap2p confère la
Q résistance au diamide et au cadmium et non au H202. il est possible que Yap2p possède un seulcentre de réduction actif et soit par conséquent spécialisée dans la réponse au stress oxydatif
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causée par des oxydants réagissant avec les groupements thiols. Il serait intéressant de muter les
cystéines de Yap2p afin de vérifier si elles affectent la fonction de Yap2p dans la résistance au
diamide et au cadmium.
4.1.1.3 Classification fonctionnelles des cibles potentielles de Yap2p
Les expériences des biopuces nous ont fournit une liste de gènes considérés comme des
cibles transcriptionnelles potentielles de Yap2p. comprenant les effecteurs des phénotypes de
résistance et OEhypersensibilité connus pour Yap2p (Table 4). Ces expériences ont aussi permis
de postuler de nouveaux rôles pour Yap2p dans la cellule. L expression de quelques-uns de ces
gènes, suite à la surexpression de Y4P2. a été confirmée par analyse de type Northern (fig. 7). Il
est important de noter que les gènes trouvés par l’expérience des biopuces peuvent être
considérés comme des cibles transcriptionnelles de Yap2p mais que ces résultats restent à être
validés.
a) Les transporteurs
Plusieurs gènes codant pour des transporteurs impliqués dans la résistance à différents
composés toxiques ont été identifiés par les biopuces (Table 4). fLR]. un gène codant pour un
transporteur de type facilitateur. est de ce nombre. La surexpression de flrlp cause la résistance
au fluconazole, au cycloheximide, au 4-NQO, à la cérulénine et au bénomyle (l;107;13l). Un
deuxième gène codant pour un transporteur de type facilitateur. Atri p. est aussi régulé par Yap2p.
Cette protéine est responsable de la résistance au 3-amino-1.2.4-triazole (3-AT) et au 4-NQO
(24). L’expression du gène encodant le transporteur ABC Ycflp répond aussi à la surexpression
de Yap2p. Ce transporteur de métaux a pour fonction de concentrer le glutathion et le glutathion
conjugué à des métaux dans la vacuole (33). Il joue un rôle primordial dans la résistance au
cadmium (41;141). De plus. flrlp et Ycflp participent conjointement à la résistance à la
diazaborine (143;139).
ARR3, un autre gène dont l’expression est modulée par Yap2p. code pour un transporteur
de type facilitateur. Arr3p exporte l’arsenite à l’extérieur de la cellule (154). De manière
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intéressante, nos résultats montrent que l’expression du gène codant pour la réductase d’arsenate
Arr2p est également régulée par Yap2p. II est connu que i’arsenate pénétrant dans la cellule est
réduit en arsenite par Arr2p et exporté hors de la cellule par Arr3p (96). Arr3p confère la
résistance à l’arsenite alors que Arr2p participe à la résistance à l’arsenate. De plus. l’arsenite
peut modifier l’état de réduction de la cellule en se liant au glutathion. En effet. l’arsenite crée
indirectement des conditions de stress oxvdatif en causant l’accumulation de ÉOR (19:45). Il se
peut donc que Yap2p ait une fonction importante dans la détoxification de l’arsenate. Il serait
particulièrement intéressant de vérifier si la surexpression de Y4P2 confère la résistance à
l’arsenite et l’arsenate. Si tel est le cas. il faudrait étudier si la surexpression de Y1P2 dans les
souches arr2A ou arr3A entraîne une résistance à l’arsenite et l’arsenate par rapport à une souche
contrôle sauvage surexprimant Y4F2. Si. dans les souches arr2A ou arr3A surexprimant L4P2.
le niveau de croissance est inférieur par rapport au contrôle, cela signifierait que ARR.? et ARR3
sont des effecteurs de Yap2p dans la résistance à l’arsenite et à l’arsenate. De plus, il a déjà été
démontré que l’expression d’ARR2 et ARR3 est induite par l’arsenite (155). Par analyse
Northem, il faudrait aussi analyser le rôle de Yap2p dans l’induction de l’expression d’ARR2 et
ARR3 en présence ou non d’arsenite et d’arsenate et ce. dans les souches sauvages. yap2A. .i’ap8A
et yap2Ayap8A. Cette expérience nous permettrait de déterminer la fonction respective de Yap2p
et Yap$p dans ce processus.
Par ailleurs, Ycftp et Arr3p confèrent toutes les deux la résistance à l’arsenite mais en
utilisant deux mécanismes indépendants. En effet. Arr3p est une protéine membranaire qui
transporte les anions arsenite à l’extérieur de la cellule à l’aide du potentiel membranaire alors
que Ycftp est une pompe vacuolaire couplée à l’ATP qui séquestre l’arsenite conjugué au
glutathion dans la vacuole (116). L’expression d’ARR3 est régulée par Yap8p alors que celle de
YCf] est induite par Yaplp (155). Il se peut donc que Yap2p régule l’expression de ces deux
gènes, de concert avec Yap8p et Yaplp. Ainsi, en régulant plusieurs types de transporteurs,
Yap2p participe à la réponse au stress oxydatif par différentes avenues. De plus. nos résultats
suggèrent que Yap2p joue un rôle dans la résistance à plusieurs composés ayant des propriétés
antifongiques et est impliquée dans la détoxification des cellules.
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b) Les déshvdrogénases
S. cerevisiae contient une famille de déshydrogénases daryl-alcool (AAD) contenant sept
membres (2$). De façon intéressante. Yap2p régule six de ces sept membres (Table 4). La
séquence des gènes AAD est très homologue. suggérant que ces gènes codent pour des protéines
avant des fonctions redondantes. Normalement. les déshvdrogénases darvl-alcool agissent en
dégradant la lignine. Cependant. S. cerevisiae ne possède pas cette activité. Il semblerait plutôt
que les protéines Aadp convertissent les aldéhydes aromatiques en leurs alcools correspondants
chez S. cerevisiae (28). De plus. les protéines Aadp présentent une homologie de séquence en
acides aminés avec des oxydoréductases fongiques et bactériennes. suggérant que les Aadp jouent
un rôle dans la réponse au stress oxydatif Il a aussi été démontré que F expression de ces gènes
est régulée par Yaplp en réponse au stress oxydatif (29). Deux gènes codant pour des
déshydrogénases de NAD(P)H, OYE2 et OYE3. sont également régulés par Yap2p. Les protéines
correspondantes pourraient aussi agir en tant qu’oxydoréductases de NAD(P)H (104). Nos
résultats montrent donc que Yap2p régule un ensemble d’oxydoréductases impliquées dans
différentes voies métaboliques.
c) La voie du glutathion et de la thiorédoxine
Les expériences de puces à ADN ont également montré que Yap2p régule l’expression de
deux gènes impliqués dans la voie du glutathion: GTT2, codant pour une transférase de
glutathion et GPX2. encodant une peroxydase de glutathion (Table 4) (22:59). Tel que mentionné
précédemment, la voie du glutathion joue un rôle important dans la réponse au stress oxydatif
(voir section 1.3.2.1). Cette réponse s’effectue en trois étapes 1) les toxines sont activées par
l’oxydation. la réduction ou l’hydrolyse pour permettre l’attachement d’un groupement
fonctionnel; 2) la transférase conjugue une molécule de glutathion au nouveau groupement
fonctionnel des toxines présentes; 3) le conjugué glutathion-toxine est exporté dans la vacuole par
une pompe présente dans la membrane plasmique (60). Gtt2p agit donc au deuxième stage de
détoxification et il est également bien documenté qu’une des pompes transportant le glutathion
conjugué est Ycflp, autre cible de Yap2p (84:140). Gpx2p. quant à elle, agirait comme une
peroxydase de glutathion conjuguée aux phospholipides hydroperoxydes (POPH). Cette dernière
G97
réduit les lipides hydroperoxydes estérifiés des membranes. Ces lipides sont des intermédiaires
centraux dans la chaîne de peroxydation des lipides. De plus. les PGPH sont les seules enzymes
capables de réparer les dommages causés par la peroxvdation des lipides et elles sont
généralement considérées comme la ligne de défense majeure contre les dommages aux
membranes causés par l’oxydation (4). Enfin. l’expérience des biopuces a montré que la
surexpression de L4P2 induit l’expression de TRR1. codant pour une réductase de thiorédoxine.
suggérant que Yap2p pourrait également jouer un rôle dans cette voie (92). Nos résultats
suggèrent que Yap2p est impliquée dans la réponse au stress ox datif via la voie du glutathion et
de la thiorédoxine. en régulant I’ expression de transporteurs et d’enzymes jouant un rôle dans ces
voies.
d) L’acquisition du fer
Un nombre important de gènes jouant un rôle dans l’acquisition du fer par la
cellule sont induits par la surexpression de Yap2p (Table 4). Chez S. cerevisiae, le fer libre est
transporté à l’intérieur de la cellule par deux systèmes de transport. un de haute et l’autre de basse
affinité (79). Le système de haute affinité comprend la ferroxydase fet3p. Une activité réductase
est également requise à la surface de la cellule pour permettre le transport du fer. La majorité de
cette activité est fournie par les deux flavocytochromes. Frelp et Fre2p. qui réduisent l’ion
ferrique en ion ferreux, substrat du système de transport de haute affinité. S. cerevisiac peut aussi
acquérir le fer par les sidérophores. de petites molécules organiques de bas poids moléculaires
(79). Par exemple. la ferrioxamine A. le ferrochrome triacétylfusarinine C et la ferricrocine sont
des molécules sidérophores (79). Le transport des sidérophores est considéré comme le système
de basse affinité. S. cerevisiae n’est pas en mesure de synthétiser ses propres sidérophores mais
est capable d’utiliser ceux produits par les autres microorganismes présents dans son
environnement. Une famille de transporteurs (Ami p à Am4p) fait la navette entre la surface de
la cellule et les compartiments endosomaux. contrôlant ainsi le transport des sidérophores. Une
alternative à ce transport est la réduction des sidérophores. L’ion sidérophore est réduit à la
surface de la cellule par des réductases de fer et de cuivre (Frelp à fre4p) qui fournissent ainsi un
ion ferreux pour le système de transport de haute affinité. Finalement, un groupe de
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mannoprotéines (Fitlp. fit2p et Fit3p) facilite le transport des sidérophores en séquestrant cet ion
dans la membrane cellulaire (11$).
Parmi toutes les protéines mentionnées. six ont été identifiées par lexpérience des
biopuces. Il s’agit de fet3p. Frelp. Arn3p. Am4p. fit2p et fit3p. Ces résultats suggèrent
fortement que Yap2p est impliquée dans le transport du fer à l’intérieur de la cellule et ce. dans
les systèmes de transport de haute et de basse affinité utilisés par L cerevisiae. De plus. ces
résultats demeurent consistants avec le rôle de Yap2p dans la réponse au stress oxvdatif
puisqu’on sait qu’une activité incontrôlée de réduction du fer et du cuivre peut amener à la
formation de radicaux oxygénés. Ce serait la première fois qu’on observerait qu’un facteur de
transcription bZIP est impliqué dans la régulation de gènes impliqués dans le transport du fer.
Par ailleurs, il est connu que ces gènes sont sous le contrôle des facteurs de transcription Aftlp et
Aft2p. qui activent leur expression en absence de fer (79). Il se peut donc que Yap2p régule
l’expression de ces gènes de concert avec Afilp et Afi2p. Par conséquent. il serait intéressant de
vérifier si l’induction de ces gènes en absence de fer nécessite la présence de Yap2p. Pour ce
faire, les souches sauvages et yap2A pourront être traitées ou non avec un chélateur de fer (tel le
bathophénantrolinedisulfonic. BPS) et une analyse Northem pourra être réalisée. Si l’expression
de ces gènes diminue dans la souche yap2A traitée au chélateur par rapport à la souche sauvage
traitée, cela suggère que Yap2p joue un rôle dans le transport du fer via la régulation de
l’expression de ces gênes. On peut également émettre l’hypothèse que la résistance au cadmium
conférée par Yap2p, de concert avec la pompe Ycflp, pourrait impliquer les gènes participant à
l’acquisition du fer puisqu’on sait que le cadmium agit en réduisant l’activité du fer et l’activité
ferriréductase (112).
e) La réponse au stress oxydatif
En plus de ceux mentionnés plus haut. l’expression d’autres gènes encodant des protéines
impliquées dans la réponse au stress oxydatif semble être contrôlée par Yap2p. Deux gènes
codant pour des oxydoréductases potentielles, CPDI et ZTAJ, font partie de ce nombre ((135).
http ://db.yeastgenome.org/cgi-binISGD/locus.pI?locus=zta 1). Le gène encodant une chaperone
de la superoxyde dismutase Sodlp, LYS7. est également régulé par Yap2p (39). L’expression de
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YHBJ. codant pour la flavohémoglobine. semble également régulée par la surexpression de
Yap2p. La flavohémoglobine agit au même titre que le glutathion et la thiorédoxine en
complexant les radicaux libres (160). Une observation intéressante est que la surexpression de
)AF2 semble réguler à la baisse l’expression d’un gène codant pour une autre protéine de type
bZIP. Haclp. Cette protéine est impliquée dans le repliement des protéines en conditions de
stress (93). Ces résultats confirment le rôle important joué par Yap2p dans la réponse au stress
oxydatif
f) Autres
f inalement, la surexpression de Yap2p provoque l’induction de l’expression du gène
DCGJ qui paraît être impliqué dans le métabolisme de l’azote. En effet. l’expression de ce gène
est sensible aux catabolites comprenant un groupement azote (157). Finalement, un des gènes les
plus induits suite à la surexpression de Yap2p est fRM2 qui code pour une protéine participant à
la voie de signalisation des acides gras ($7). Ce résultat laisse donc envisager un rôle pour
Yap2p dans la réponse au stress oxydatif causé par la Ç3-oxydation des acides gras (voir section
4.2).
4.1.1.4 Comparaison de notre approche à une autre
La technologie des biopuces a déjà été utilisée afin de déterminer les cibles de Yap2p.
L’approche utilisée par Cohen et aï. est différente de la notre (23). En effet, les souches sauvage.
yap]A et yap2A ont été traitées ou non au F1202 et une expérience de biopuces a été effectuée.
L’expression des gènes dans la souche vap1 ou yap2i a été comparée à celle de la souche
sauvage suite à un traitement au H202. L’hypothèse de ces auteurs est que l’induction de
l’expression des gènes observée dans la souche yap2A traitée au H202 est engendrée par l’action
de Yaplp. De même, l’induction de l’expression des gènes observée dans la souche yaplA est
causée par l’action de Yap2p. Ces inductions seraient uniquement provoquées par la présence de
l’un ou l’autre des facteurs de transcription puisqu’elles sont absentes dans la souche
yaplAyap2A. Donc, dans la souche yap]A. on observerait seulement l’effet de Yap2p sur
l’expression des gènes suite à un traitement au H202.
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Ils ont observé que le groupe de gènes dépendant de la présence de YapÏp était
essentiellement constitué de gènes codant pour des protéines impliquées dans la détoxification de
la cellule, telles la transférase de glutathion Gttp et la superoxvde dismutase Sod2p.
Parallèlement, le groupe de gènes dépendant de la présence de Yap2p code principalement pour
des protéines impliquées dans la stabilité et le repliement des protéines. Par exemple. une
chaperone potentielle Apj lp et une enzymes de conjugaison à l’ubiquitine Uhc6p font parties de
ce groupe. Aussi. 54% des gènes dépendants de Yap2p ont des rôles inconnus suggérant que le
régulon Yap2p possède d’autres fonctions en plus de la stabilisation et du repliement des
protéines. Selon ces auteurs. ces résultats peuvent aider à expliquer la relation entre les gènes
dépendants de Yaplp et Yap2p. Par exemple. en absence de Yap2p. la réponse cellulaire suite à
un traitement au H202 dépendante de Yaplp est grandement amplifiée. C’est peut-être parce
qu’en absence des protéines responsables du repliement dépendantes de Yap2p. la cellule a un
plus grand besoin de la réponse de détoxification ainsi. Yaplp est activée par la présence de
protéines mal formées. En résumé, leurs résultats montrent que. malgré le fait que Yaplp et
Yap2p soient de proches homologues ayant des phénotypes similaires, ces protéines ne sont pas
redondantes. Yaplp et Yap2p activent différents régulons impliqués dans divers aspects de la
réponse au stress où les gènes dépendants de Yaplp jouent un rôle dans la détoxification des
ÉOR alors que les gènes dépendants de Yap2p aident à stabiliser et à replier les protéines dans un
environnement oxydatif
Les gènes dépendants de Yap2p observés par Cohen et aï. sont complètement différents
des nôtres. En fait, aucun des gènes trouvés par Cohen et aï. n’est régulé à la hausse dans notre
expérience et vice versa, Par ailleurs, leur approche ne leur a pas permis de détecter pour Yaplp
des cibles impliquées dans la réponse au I-1202, tels que TRX2 et T&4] (77). De plus. une autre
étude à grande échelle a été réalisée par un autre groupe avec des cellules traitées ou non au F1202
et en présence ou non de Yaplp. Cette étude a montré que l’expression de gènes tels que TRRI et
MDH2 est dépendante de la présence de Yaplp suite a un traitement au I1202 (31). Ces deux
gènes sont absents de la liste de cibles de Yaplp publiée par Cohen et al.
L’hypothèse de Cohen et al. ne tient pas compte de l’effet de la délétion elle-même sur
l’expression des gènes. Pourtant, cette délétion peut provoquer une variation d’expression à la
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hausse ou à la baisse de certains gènes et ce. sans F influence de F autre facteur encore présent.
De plus. aucune confirmation des résultats n’a été réalisée et rien n’est mentionné à propos des
autres protéines Yaps présentes dans la cellule et qui peuvent également avoir un effet sur
Fexpression des gènes. Par ailleurs, il est mentionné que les gènes régulés par Yap2p ne sont pas
induits dans la souche sauvage traitée avec le J-1202 puisque la délétion de Y1P2 ne confère pas
l’hypersensibilité au H202. Alors qu’en réalité, la délétion de L4P2 confère bel et bien une
hypersensibilité au H202 (résultat non présenté et 129).
Ces différences soulignent bien l’importance du choix des souches et des stratégies pour
une étude à grande échelle utilisant l’approche des biopuces. La discordance entre les résultats de
Cohen et aï. et les nôtres peut s’expliquer en partie par le fait que les cibles de Yap2p conférant la
résistance et l’hypersensibilité ne sont pas nécessairement les mêmes. Dans ce cas, notre
expérience de biopuces nous a permis d’observer les gènes sous le contrôle de Yap2p contribuant
à la résistance aux oxydants de manière générale alors que Cohen et aï. observaient les gènes sous
le contrôle de Yap2p responsables de la tolérance des cellules au H202.
1.1.2 Régulation des gènes par Yap2p et Yaplp
Étant donné que Yaplp et Yap2p sont des homologues très proches. il est logique de
penser que les gènes régulés par Yaplp pourraient également être régulés par Yap2p. et vice
versa. Dans cette optique. ces deux facteurs pourraient se lier aux même séquences. La Table 5
présente les gènes trouvés par notre expérience de biopuces et indique si ces derniers sont connus
pour être régulés par Yaplp et si leur promoteur contient des sites de liaison pour le facteur
Yaplp (TTACTAA, TGACTAA, TTAGTCA, (103)). Tous les types de situation sont illustrés
dans ce tableau. Certains gènes sont régulés à la fois par Yaplp et Yap2p et d’autres seulement
par un ou l’autre des facteurs, Aussi, le promoteur des gènes contient ou non des YRE connus. Il
a été décrit que les facteurs 5ZIP agiraient probablement en homodimêre ou hétérodimère afin de
réguler leurs cibles (35). Dans cette optique. les gènes régulés par Yaplp et Yap2p pourraient
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Table 5. Comparaison des gènes régulés par Yaplp et Yap2p et de la présence de YRE
dans leur région promotrice. Les gènes listés dans cette table sont ceux répondant à la
surexpression de YAP2 tel que déterminé par les biopuces. La colonne Yaplp montre les gènes
connus comme étant régulés par Yapïp (+) ou non (-). La colonne YRE souligne la présence de
site de liaison pour le facteur Yaplp (YRE. TTACTAA. TCAGTAA. TTAGTGA) dans la région
promotrice des gènes (1 kb avant l’ATG).
103
o
Gène Yaplp YRE Référence
1. Transporteurs
fLRJ
-
- I
ARR3
-
- 155
YCfI -r
-r 84
ATRI t t 70
FH084
-
- 30
2. Déshvdrogénases
OYE3
-- + 104
AAD4 t t 29
AAD]6 ÷ ± 29
AAD]1 +
- 29
AAD6 + + 29
AADÏ5 ± + 29
AAD]O +
- 29
YNLI34c
- ÷ 30
OYE2 ± ± 104
3. Voie du glutathion et de la thïorédoxine
GTT2 + + 22
GFX2 + + 59
TRR] + ± 30
4. Acquisition du fer
FIT2
-
- 30
FRE]
- + 30
f1T3 ND
- 30
ARN3
-
- 30
ARN4
-
- 30
FET3
-
- 30
5. Réponse au stress oxydatif
YHB]
- + 30
YDR533c
- ± 30
CPDI
- + 30
LYS? + + 30
ZTAJ
- + 30
XRS2
-
- 30
HACI
- + 30
6. Autres
fRM2 +
- 30
ARR2
-
- 155
SDL]
- + 30
YBRO47w
- + 30
DCG]
- + 30
YHRI99c
- + 30
DAN4
-
- 30
THII3
- + 30
CAf]7
- + 30
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être contrôlés par un hétérodimère Yaplp-Yap2p ou indépendamment par l’un ou l’autre des
facteurs. Dans ce cas, il se peut que des conditions particulières tel le n’pe de stress oxvdatif que
subit les cellules favorisent la régulation par un facteur plus que l’autre. Aussi. la Table 5 permet
d’observer que moins de la moitié des gènes régulés par Yap2p sont également régulés par
Yaplp. Une expérience intéressante serait d’examiner l’expression de ces gènes dans les souches
yaplA. vap2A et yap]Ayap2A en réponse à un stress tel un traitement au F1202 ou au cadmium.
Si l’expression de ces gènes est complètement abolie dans la souche ap1A’apzX. cela
signifierait que ces deux facteurs sont les seuls régulateurs alors que si une expression résiduelle
demeure, cela démontre que d’autres facteurs de transcription sont impliqués dans la régulation
des gènes testés.
De plus, on peut remarquer que tous les gènes impliqués dans l’acquisition du fer sont
uniquement régulés par Yap2p et qu’aucun. sauf FRE]. ne contient de YRE connus. Cela laisse
supposer que Yap2p pourrait être un facteur de transcription spécifique au métabolisme du fer et
que l’activation de la transcription se ferait via un nouveau YRE ou indirectement. Il semble
également que ARR2 et ARR3, impliqués dans la détoxification de l’arsenate, ne sont pas régulés
par Yaplp et ne contiennent pas de YRE connus dans leur région promotrice (155). Cela suggère
fortement que la résistance à l’arsenate causée par ARR2 et la résistance à l’arsenite causée par
ARR3 impliqueraient Yap2p. Par ailleurs, il est déjà bien caractérisé que Yap$p est impliquée
dans cette résistance (155). Il se peut qu’un dimère Yap2p-Yap8p régule l’expression des gènes
ARR2 et ARR3 ou que ces deux facteurs les régulent de manière indépendante mais chacun dans
des conditions spécifiques (155). Il faudrait donc vérifier l’expression de base de ces deux gènes
en présence et en absence de YAF2 et/ou YAP8 chez des souches traitées ou non à l’arsenite ou
l’arsenate. Si l’expression du gène ARR2 est supérieure chez une souche sauvage traitée à
l’arsenate par rapport à une souche yap2A ou yap8A, cela signifie que Yap2p et Yap8p sont les
deux régulateurs de ARR2. De la même manière, l’expression du gène ARR3 sera supérieure chez
une souche sauvage par rapport à une souche yap2 et yap8i traitées à l’arsenite si Yap2p et
Yap$p sont les deux régulateurs.
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4.1.3 Effecteurs de Yap2p dans la réponse au stress on’datif
Il est connu que la surexpression de Yap2p confère la résistance au cadmium et au
diamide ((151) et fig. 5). Les gènes obtenus par les expériences des biopuces nous ont fournit
une liste d’effecteurs potentiels dans les phénotypes de résistance connus causés par la
surexpression de YAP2. Afin d’en identifier quelques-un. des tests de résistance au cadmium et
au diamide ont été effectués sur les souches vcflA. flr]A et frrn2\ surexprimant ou non
D’une part. YCFJ et fLRI ont été choisis car il est déjà bien caractérisé qu’ils participent. seul ou
ensemble, à la résistance à plusieurs composés toxiques (1:16). D’autre part. fRM2 a été
sélectionné puisqu’il est fortement induit suite à la surexpression de Y4P2 (Table 4). Aussi, son
caractère unique a incité son choix puisque c’est la première fois qu’on observe qu’un facteur
Yap pourrait réguler un gène impliqué dans le métabolisme des acides gras.
4.1.3.1 Effecteur de Yap2p dans la réponse au cadmium
Le niveau de croissance de la souche ycf1/p426GPD-YAP2 est largement
inférieur à celui observé chez la souche YAP2/p426GPD-YAP2 sur un milieu contenant 15 iM
CdSO4 (fig. 8). Cette observation suggère fortement que YCfI est un effecteur important dans la
résistance au cadmium causée par la surexpression de Y4P2. Ces résultats corroborent en plus les
phénotypes déjà établis (141). YCf1 pourrait donc être un exemple de gène régulé par Yaplp et
Yap2p en réponse à une exposition des cellules au cadmium. Encore une fois, il serait intéressant
de vérifier l’expression de base du gène YCfÏ dans les souches yaplA. vap2tX et yap1yap2A. Il
serait également envisageable d’évaluer le niveau d’induction de l’expression du gène YCfI dans
les cellules sauvages, yap]A, ap2A et yaplAyap2A. Si aucun expression du gène YCfJ est
détectée dans la souche yap]Ayap2A en réponse à un traitement au cadmium, cela suggère que
Yaplp et Yap2p sont les deux facteurs de transcription régulant l’expression de YCfI en réponse
au cadmium.
4.1.3.2 Effecteurs de Yap2p dans la réponse au diamide
106
L’hypersensibilité au diamide a été observée chez les souches flrIAIp426GPD et
frm2AJp426GPD. tout comme chez la souche contrôle L4P2/p426GPD. suggérant une
implication de ces deux protéines dans la résistance au diamide (fig. 8). De plus. la croissance est
fortement diminuée chez les souches frrn2LVp426GPD- )AP2 etflr] &p426GPD- Y1F2 par rapport
à la souche Y4F2/p426GPD-Y4F2. montrant bien l’importance de Frrn2p et de Flrlp dans la
résistance au diamide induite par la surexpression de Y1F.?. Comme mentionné. les souches
frm2A./p426GPD-YAF2 et ftr]A/p426GPD-YAP2 démontrent une croissance résiduelle en
présence de diamide. Cela pourrait s’expliquer par la présence de fLRÏ dans la souche
frm2A./p426GPD-YAP2 et vice versa. Si fLR] et fRM2 sont les deux seuls effecteurs de Yap2p
dans la résistance au diamide. un test de résistance au diamide devrait montrer une abolition
complète de cette croissance résiduelle chez une souche frrn2zflr]A!p426GPD-J’AP.?. Il faut
aussi considérer l’effet de Yaplp sur l’induction de l’expression de fRM2 en présence de
diamide (fig. 9). Il est également bien caractérisé que la surexpression de Yaplp induit
l’expression de fLRJ (103). Il est donc envisageable que Yaplp et Yap2p soient les deux
régulateurs de FLR] et FRM2 dans la résistance au diamide.
Ces résultats sont en accord avec la littérature connue par rapport à Flrlp et suggèrent un
deuxième exemple de régulation de Yaplp et Yap2p (103). flrlp est donc impliquée dans la
résistance à un nouvel agent oxydant. le diamide. Il se peut également que sous des conditions
données, la régulation de fLR] par Yaplp soit privilégiée tandis que d’autres conditions
favorisent la régulation par Yap2p. Il serait donc intéressant de vérifier l’implication de Yaplp et
Yap2p sur l’expression de fLRJ en présence de diamide en traitant des cellules sauvages. vap]A.
yap2A et yap]Ayap2A au diamide et observer le niveau d’expression de FLR1 par analyse
Northem. Aucune expression de fLRJ ne sera observée dans la souche yap]Ayap2A si ces deux
facteurs sont les deux seuls régulateurs de l’expression de fLRJ en réponse à un traitement au
diamide. Comme peu de choses sont connues sur Frm2p. il est difficile de relier cette protéine à
un phénomène de résistance. Il est toutefois possible de supposer qu’une enzyme impliquée dans
le métabolisme des acides gras peut également être impliquée dans la résistance au stress oxydatif
puisque la f3-oxydation des acides gras est un événement majeur causant l’augmentation de ÉOR
dans la cellule (91). En définitive, l’expérience des biopuces a permis l’identification de trois
effecteurs de Yap2p impliqués dans la résistance au cadmium ou au diamide. De la même
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manière. il sera possible. à l’aide des gènes identifiés par notre étude. d’identifier dautres
effecteurs de Yap2p impliqués dans d’autres fonctions telles la résistance pléitropique aux
composés toxiques et 1’ acquisition du fer.
4.2 Caractérisation de fRM2, un gène répondant à la surexpression de V4P2
1.2.] Mécanismes de régulation de fRM2 par Yap2p
Afin de documenter les mécanismes de régulation des gènes par Yap2p. une étude
de la régulation de fRM2 par Yap2p a été effectuée.. Plusieurs caractéristiques en font un
candidat de choix pour l’étude des mécanismes de régulation par Yap2p. Comme cité
précédemment. cette préférence a été établie parce que ce gène est fortement induit dans
l’expérience des biopuces. Aussi, son implication dans la résistance au diamide conférée par la
surexpression de YAF2 a été démontrée. De plus. notre étude allait permettre de préciser la
fonction de frm2p, qui n’est pas très détaillée. Pour commencer, la spécificité de l’induction de
fRM2 par Yap2p a été vérifiée. Cet objectif a été atteint en comparant l’expression de fRM2
dans des souches qui surexpriment YAPJ ou YAP2. Par Northem blot. il est clair que pour un
niveau équivalent d’ARN de Y4P] et YAP2. l’expression de fRM2 est induite beaucoup plus
fortement par Yap2p (fig. 93). Il est important de noter que ce résultat résulte d’une
surexpression forcée des facteurs de transcription et qu’il ne reflète peut-être pas parfaitement la
réalité en réponse au stress oxydatif. Aussi, aucune information n’est disponible sur la quantité
de protéines Yaplp et Yap2p présente dans la cellule. Il faut donc toujours garder en mémoire
que YAP] est également capable d’induire l’expression de FRM2 et que cela peut influencer les
résultats futurs.
Afin de vérifier si l’expression de fRM2 est modifiée suite à un stress oxydatif, des
traitements au diamide ont été effectués avec les souches sauvage. yap]A et yap2A. Les souches
ont par la suite été analysées par Northem blot. Cette expérience me permettait également
d’observer la spécificité de la régulation de Yaplp et Yap2p sur l’expression de fMR2 en réponse
au stress oxydatif et ce, in vivo. Brièvement, FRM2 est induit par le diamide et cette induction
dépend en bonne partie de la présence de YAP2, montrant que Yap2p endogène régule
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l’expression de FRM2 en réponse à un stress ox datif (fig. 9A). Ce résultat confirme que fR112
est une cible de Yap2p et un effecteur dans la résistance au diamide. Il est aussi important de
noter que Yaplp semble jouer un rôle appréciable dans cette induction. Il serait donc intéressant
de vérifier 1’ expression de fRM2 dans une souche vaplAyap2A traitée au diamide. Si une partie
de l’induction demeure. cela signifierait que d’autres facteurs participent à la régulation de fRf2
en réponse au diamide. Sinon, cette expérience démontrera que Yaplp et Yap2p sont les deux
seuls régulateurs responsables de l’induction de FRM2 en réponse à un traitement au diarnide.
Quoique qu’il en soit. tous ces résultats, ajouté au fait que fRM2 est un effecteur de Yap2p dans
la résistance au diamide. montrent clairement que Yap2p joue un rôle important dans l’expression
de fRM2.
4.2.2 Sites de liaison de Yap2p sur le promoteur fRM2
J’ai effectué la recherche de YRE connus dans le promoteur de fRM2. Cette analyse ne
m’a pas permis d’identifier des YRE connus mais j’ai plutôt distingué cinq YRE atypiques (fig.
1OA). Dans le but d’identifier les séquences cis impliquées dans la régulation de fRA12 par
Yap2p, j’ai construit des délétions séquentielles du promoteur fRM2 fusionnées au gène
rapporteur LacZ. Couplée à la mutagénèse dirigée de YRE. cette approche m’a permis de
déterminer que le YRE1 TTATTAA était l’élément de régulation majeur du promoteur FR412 par
Yap2p (fig. 1DB). Finalement, la liaison de Yap2p-Myc au promoteur FRM2 a été confirmée in
vivo par une expérience d’immunoprécipitation de la chromatine dans laquelle les souches
sauvages et Yap2p-Myc ont été traitées au diamide (fig. 13). Dans le but de déterminer si le
YRE1 est le site de liaison du promoteur FRM2 par Yap2p en réponse à un traitement au diamide,
une expérience d’immunoprécipitation de la chromatine pourra être effectuée dans laquelle la
souche YAP2-MYC transformée avec les plasmides sauvage —301 FRM2P ou —301 FRM2P mut.]
sera utilisée et des amorces spécifiques au promoteur cloné seront employées. Si le YREI est
effectivement cet élément de régulation, aucune liaison de Yap2p-Myc ne sera obtenue chez la
souche YAF2-MYCI-301 FRM2P mut.1. Toutefois, cette expérience serait réalisée sur des
promoteurs clonés sur des vecteurs et ne représenterait pas parfaitement l’environnement
endogène de la région promotrice.
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Afin de confirmer au niveau endogène que le YRE1 est l’élément de régulation du
promoteur FRM2 par Yap2p. la mutagénèse du YRE I endogène devra être exécutée. Cela pourra
être réalisé à l’aide de la même stratégie utilisée pour l’intégration de Fépitope flC au locus
YAF2 (fig. I lA). Le vecteur pMPY-3xHA pourra servir à la construction d’une cassette
contenant des séquences provenant du promoteur fRM2 (121). L’amplification de la cassette par
PCR se fera à F aide d’un oligonucléotide contenant une mutation dans le YRE 1. De cette
manière. lors de la recombinaison de la cassette au promoteur FRAI.?. le YRFI sauvage sera
remplacé par le YREI muté. La sélection des intégrants se fera une fois de plus grâce au
marqueur URA3. Lorsque la présence de la mutation sera bien caractérisée, le marqueur de
sélection ainsi que le deuxième épitope HA pourront être excisés à Faide de l’acide 5-fluoro-
orotique. L’immunoprécipitation de la chromatine pourra être effectuée sur les souches traitées
ou non au diamide. Une conséquence de cette approche est qu’un épitope HA demeurera dans la
séquence du promoteur fRM2 et pourra modifier Fenvironnement aux abords du YRE1.
Cependant, si cette approche et celle décrite précédemment montrent le même résultat. c’est-à-
dire une absence de liaison de la protéine de fusion Yap2p-Myc sur le promoteur fRM2 muté.
cela signifiera que le YREÏ est le site de régulation du promoteur fRM2 par Yap2p en réponse au
diamide. Par contre, si une liaison est observée, cela suggère qu’un autre site de régulation
existe. Dans ce cas, ce nouveau site, seul ou de concert avec le YRE1. pourra être important pour
la régulation par Yap2p du promoteur fRM2 en réponse au diamide.
4.2.3 Nouvelle fonction pour frm2p
Une étude à grande échelle a démontré qu’une mutation dans la séquence nucléotidique de
FRM2 entraîne la dérépression de l’expression du promoteur OLE] fusionné au gène LacZ et ce.
en présence d’acide gras (87). Par contre. les mécanismes par lesquels Frm2p participe à la
régulation du gène OLE] ne sont pas connus. Afin de préciser le rôle de cette protéine, une
recherche bioinformatique dans les banques de données a montré que la séquence protéique de
frm2p est homologue à des nitroréductases bactériennes provenant de différents
microorganismes tels que BaciÏtus cereus, B. anthracis, CÏostridiurn acetoburylinum et
Bacteriode thetaiotaomicron (fig. 16). De plus, la banque de données contenant les familles de
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protéines PROSITE prédit également que f rm2p appartient à la famille de nitroréductases
identifiée par mes analyses (34). Cette nouvelle famille de protéines fait partie OEun plus grand
ensemble d’oxydoréductases reliées aux nitroréductases. tel que prédit par la banque de données
«Conserved Domain Database» (CDD) de NCBI. Ces résultats laissent donc présager un
nouveau rôle pour Frm2p et possiblement pour Yap2p. dans un processus de nitro-réduction. Des
essais de nitro-réduction utilisant des composés contenant un groupement azote. tels le NaNO2. le
nitrobenzoate et le p-toluidine nitrotoluène (TNT). devront être réalisés (126:127). Ces essais
devront premièrement être effectués chez une souche sauvage de S. cerevisiae afin de vérifier si
cette levure est en mesure de réduire les composés azotés. Si tel est le cas, les même essais
pourront être exécutés chez des souches surexprimant YAP2 ou fRM2 afin d’évaluer si la
réduction des composés azotés est plus importante chez ces souches. À ce stade, il serait
également essentiel de déterminer si frm2p est l’unique nitroréductase chez S. ccrevisiae.
Jusqu’à ce jour, les nitroréductases n’ont pas été décrites chez S. cerevisiae. Toutefois, elles sont
bien caractérisées chez les bactéries, chez qui on en retrouve deux types. Les nitroréductases
indépendantes de l’oxygène sont des flavoprotéines qui régulent le transfert de deux électrons
provenant du NAD(P)H au groupement nitro d’un composé. Plusieurs intermédiaires actifs
produits au cours de cette voie, incluant les dérivés nitroso- et hydroxylamines, sont plus tard
réduits pour devenir inactifs. D’autre part. les nitroréductases dépendantes de l’oxygène
contrôlent le transfert d’un électron simple, produisant des radicaux libres d’anions nitro. Ceux-
ci, en présence d’oxygène, peuvent rapidement être oxydés de nouveau, générant des ÉOR
superoxydes (10$). On peut donc penser que frm2p est préférentiellement une nitroréductase
indépendante de l’oxygène puisque celle-ci utilise la voie de réduction des deux électrons qui
diminue le nombre de ÉOR produit et donc diminue le stress oxydatif dans la cellule. Par
conséquent. la voie de réduction des deux électrons joue un rôle de protection contre le stress
oxydatif. Dans cette perspective, les expériences de nitro-réduction mentionnées plus haut
devront être testées en milieu aérobique et anaérobique afin de clarifier ce point. Si frm2p est
véritablement une nitroréductase indépendante de l’oxygène, la nitro-réduction ne sera pas
influencée par la présence ou l’absence d’oxygène.
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fig. 16 Alignement de séquences protéiques de Frm2p de S. cerevisiae et des
nitroréductases provenant de divers miro-organismes. Un «blast» de protéine-protéine a été
effectué en utilisant la séquence protéique de Frm2p provenant de la banque de données de SGD.
Les séquences obtenues par le «blast» ont été transférées dans le programme Emboss afin de
procéder à l’alignement. Ce dernier a finalement été transféré au programme Gene Doc qui a
exécuté l’encadrement des bases identiques ou similaires. Le noir représente les bases identiques
ou similaires dans les cinq séquences, le gris foncé dans quatre séquences et le gris pâle dans trois
séquences. L’encadré montre la valeur E qui mesure le degré de discordance entre les séquences.
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Par ailleurs, plusieurs nitroréductases et oxvdoréductases bactériennes sont impliquées
dans les phénomènes de résistance aux antibiotiques. Par exemple. il est bien décrit que la
nitroréductase indépendante de l’oxygène RdxA et l’oxydoréductase frxa jouent des rôles
importants dans l’émergence de la résistance à l’antibiotique métronidazole. un composant
majeur employé contre plusieurs bactéries, incluant Helicohacter p’.lori. Cette dernière cause
entre autres des gastro-entérites et est importante dans 1’ apparition des signes primaires de
métaplasie gastrique (49:150). Chez l’humain. l’expression de Foxvdoréductase NQOI est
induite de manière concomitante à d’autres protéines de détoxification en réponse à des oxydants.
des métaux lourds et des radiations (64). Cette oxydoréductase est régulée par Jun, protéine bZIP
homologue à Yap2p. via l’élément de régulation ARE présent dans le promoteur .VQOJ en
réponse au stress oxydatif (64). En transposant ces connaissances chez S. cerevisiac, il est
plausible que Frm2p puisse agir en tant que nitroréductase-oxydoréductase et soit sous le contrôle
d’un régulon composé de Yaplp et Yap2p et ce. en réponse au stress oxydatif causé par le
diamide etlou l’acide oléique.
4.2.4 Implication potentielle de Yap2p dans la t’oie de signalisation des acides gras
Le ratio d’acides gras saturés/insaturés incorporés dans les membranes biologiques est très
important pour la fluidité membranaire. Chez la levure, ce ratio joue également un rôle dans la
tolérance à l’éthanol, la réponse au choc thermique. le mouvement des mitochondries et l’hérédité
(100). Une enzyme clé impliquée dans la régulation de ce ratio est la désaturase d’acide gras
essentielle Olelp, liée â la membrane du réticulum endoplasmique. Cette protéine introduit un
double brin cis entre les carbones 9 et 10 des acides gras saturés palmitoyl- et stéaroyl-CoA.
formant l’acide palmitoléique et oléique. respectivement (106). L’expression d’OLE] est régulée
au niveau de la transcription et de la stabilité de son ARNm en réponse à la composition en acides
gras et au niveau d’oxygène moléculaire présents dans l’environnement de la cellule. Sa
transcription est contrôlée via deux éléments distincts dans son promoteur, l’élément de réponse
aux acides gras (ERA) et l’élément de réponse à une basse concentration d’oxygène (ERBO)
(86). Ce dernier amplifie dramatiquement l’activation de l’expression par le ERA en conditions
hypoxiques ou en présence de cobalt (86). L’activation de la transcription d’OLE] via ces deux
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éléments est réprimée par la présence d’acides gras insaturés puisque l’action de la désaturase
n’est plus essentielle ($6). L’expression d’OLEJ est régulée par deux protéines homologues.
Spt23p et Mga2p. qui activent ïexpression d’OLEI via leur région N-terminale. Ces deux
protéines sont liées à la membrane et doivent être clivées par un mécanisme dépendant de
l’ubiquitine, impliquant le protéosome 23S. afin d’être activées ($6).
Il a déjà été documenté qu’une mutation dans le gène fRM2 cause une dérépression de
l’expression «OLE] en présence d’acide gras insaturé ($7). Mes résultats montrent que
l’expression d’OLE] est déréprimée dans les souches frrn2A ouiap2A exposées à l’acide oléique
pendant 1$ heures (fig.14). Ce résultat laisse présager un rôle pour Yap2p dans la voie de
signalisation des acides gras. On sait qu’une membrane composée d’une grande quantité d’acide
gras saturés rend la cellule plus résistante au stress oxydatif(55:12$). D’après les connaissances
actuelles. le modèle suivant pourrait être proposé (fig. 17). Premièrement. la présence d’acides
gras insaturés dans le milieu provoque un stress oxydatif temporaire pouvant être causé par une
augmentation de la 3-oxydation des acides gras (55:128). Ce stress oxydatif mène à l’oxydation
et à l’activation de Yap2p. Cette dernière pourrait être le senseur direct du stress ou être activée
via une autre protéine. Ensuite. Yap2p oxydée active sa cible transcriptionnelle, fRM2. Celle-ci
pourra réprimer la transcription «OLE], soit directement ou indirectement. Finalement.
l’absence d’Olelp provoque l’augmentation du ratio représenté par le rapport de la quantité
d’acide gras saturés/insaturés. menant à une augmentation de la résistance au stress oxydatif. Il
se peut que Frm2p agisse sur les facteurs de transcription connus d’OLE]. soient Spt23p et
Mga2p. On peut supposer que la fonction d’oxydoréductase de Frm2p agisse en réduisant Spt23p
ou Mga2p, qui deviendraient ainsi inactifs. Comme la dérépression d’OLE] s’observe après 1$
heures de traitement à l’acide oléique, il est plus vraisemblable que cette régulation nécessite la
transcription et la traduction des protéines impliquées. Il se peut également que l’accumulation
d’une certaine quantité d’ÉOR soit nécessaire afin de déclencher le mécanisme de régulation.
Une conséquence de la Ç3-oxydation des acides gras est la production d’ÉOR. Par contre, cette
dernière n’est pas aussi rapide que lorsque la cellule est exposée à des agents oxydants, c’est
pourquoi un traitement de 1$ heures pourrait être nécessaire à l’accumulation d’une bonne
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Fig. 17 Modèle proposé de l’implication de Yap2p dans la voie de signalisation des acides
gras. La présence d’acides gras insaturés provoque un stress oxydatif temporaire. menant à
l’activation directe ou indirecte de Yap2p. Celle dernière peut aller induire Fexpression de
fRM2. Frm2p peut réprimer l’expression d’OLEI. directement ou indirectement.
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quantité dÉOR. Une première expérience à réaliser est «analyser la quantité «ARNrn et de
protéines de SF123 et MGA2 dans les souches vap2 etfrrn2Jau cours du traitement à lacide
oléique. De cette manière. il sera possible de savoir si frm2p ou Yap2p agissent sur SF123 et
MGA2. au niveau de la transcription ou la traduction. Cependant. il est peu probable que
Yap2p agisse sur SF123 et MGA2 au niveau de FARN puisque ce résultat aurait été observé
lors de notre expérience de biopuces. Il se peut également que cette régulation nimplique pas
Spt23p et Mga2p. Dans ce cas. il est possible que cette régulation soit directe et que Frm2p
réprime Fexpression d’OLEJ. soit en empêchant sa transcription ou sa traduction ou en
déstabilisant son ARNm. Par contre, il est peu concevable que frrn2p agisse sur la
transcription d’OLEÏ puisqu’elle est localisée au cytoplasme (http://www.yeastgenome.org/).
Finalement, il est concevable, mais improbable. que Yap2p régule l’expression «OLE]
indépendamment de Frm2p.
CHAPITRE 5: CONCLUSION
Pour conclure, la famille des facteurs de transcription de type bZIP Yaps chez S.
cerevisiae est impliquée dans la réponse à différents stress et dans la résistance pléiotropique aux
composés toxiques. Yap2p est un facteur important dans la réponse au stress oxydatif. Sa
surexpression cause la résistance aux oxydants tels le cadmium. le LlO-phénantroline et le
diamide. Ses cibles ont été déterminées par biopuces. Plusieurs des gènes trouvés codent pour
des protéines ayant des rôles bien caractérisés dans la résistance au stress oxvdatif et dans la
résistance pléitropique aux composés toxiques. L’expression de fRM2. un gène trouvé par les
biopuces. est induite en réponse à un traitement au diamide. Cette induction est fortement
dépendante de la présence de Yap2p. Cette dernière semble réguler l’expression de FRM2 via le
site de liaison TTATTAA. Les résultats apportés par mon projet de maîtrise ont amené de
l’information quant aux mécanismes par lesquels Yap2p est impliquée dans la réponse au stress
oxydatif. plus spécifiquement comment elle régule ses cibles. L’utilisation d’approches
génétiques et génomiques chez S. cerevisiae fait de cette levure un modèle de choix pour l’étude
de la réponse à différents stress au niveau moléculaire. De plus. l’information acquise quant à la
réponse au stress oxydatif chez S. cerevisiae pourra être transposée chez les levures pathogènes et
servira à mieux comprendre les interactions hôte-pathogène lors d’infections fongiques.
Finalement, cette information aidera à l’élaboration de nouvelles stratégies visant à mieux traiter
les infections causées par ces levures pathogènes.
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